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L’obésité est une maladie chronique évolutive, pour laquelle le traitement médical reste mis en 
échec sur le long terme. Perdre du poids et maintenir cette perte durant plusieurs années demeure 
un défi pour un bon nombre de patients obèses. Un excès d’adiposité est clairement associé à un 
certain nombre de co-morbidités dont la résistance à l’action de l’insuline. L’objectif du 
traitement de l’obésité est non seulement la perte de poids mais aussi la prise en charge des co-
morbidités associées. Depuis quelques années, de nouveaux concepts ont émergé quant au rôle du 
tissu adipeux dans le développement de la résistance à l’insuline et ce tissu apparait comme un 
objet d’étude de premier plan. Les adaptations métaboliques et moléculaires se produisant à son 
niveau  lors d’une perte de poids  restent mal connues. Une approche multidisciplinaire 
impliquant l’intégration de données cliniques, biochimiques et omiques est essentiel pour 
appréhender toute la complexité de ces adaptations à la perte pondérale. 
Les objectifs de cette thèse étaient : 
1. d’identifier les déterminants cliniques, biologiques et génétiques de l’expression de gènes 
dans le tissu adipeux sous cutané abdominal lors d’une intervention diététique de grande 
ampleur enrôlant des patients obèses ou en surpoids.  
2. D’étudier les relations entre les variations d’expression des gènes du tissu adipeux, les 
changements de la composition en acides gras du tissu adipeux et les modifications 
cliniques et biologiques dans cette même cohorte.  
3. De savoir si la variation d’expression de gènes pouvait expliquer voire prédire l’évolution 
de la résistance à l’insuline durant ce même protocole. 
DiOGenes est une étude européenne multicentrique d’intervention nutritionnelle chez plus de 700 
patients obèses ou en surpoids, associant une phase de restriction calorique de 8 semaines à 
l’issue de laquelle les patients, qui avaient perdu au moins 8% de leur poids initial, étaient 
randomisés en 5 branches ad libitum pour un suivi de 6 mois : 4 groupes étaient assignés à un 
régime variant selon la teneur en protéine et l’index glycémique, et un groupe témoin.  
Chez 311 patients de cette cohorte, nous avons montré que l’expression de 271 gènes du tissu 
adipeux sous-cutané, était influencé par le sexe des sujets et ce, de façon indépendante de la 
  
masse grasse, du statut nutritionnel et des chromosomes sexuels. Nous avons également observé 
que l’expression différentielle de plusieurs gènes était significativement associée à la présence 
d’un syndrome métabolique chez ces patients. Enfin, le contrôle de l’expression des gènes par les 
marqueurs du polymorphisme génétique cis n’était pas affecté par le sexe des individus, ni par le 
statut nutritionnel. 
Nous avons également étudié la composition en acides gras du tissu adipeux de 135 femmes 
ayant suivi ce programme et l’avons confrontée aux données d’expression génique et clinico-
biologiques. Par une approche basée sur les réseaux et les classifications de sommets, nous avons 
identifié l’acide myristoléïque comme un marqueur lipidique pertinent de la lipogenèse de novo 
et de l’activité de la SCD durant la perte de poids. Une signature génique anabolique, unique aux 
sujets qui reprennent du poids, a été observée suggérant une activation des voies de la 
prolifération cellulaire. 
Chez 216 sujets, nous avons montré que le transcrit qui expliquait le mieux l’évolution de la 
sensibilité à l’insuline était le gène CIDEA et que les variations de son niveau d’expression 
suivaient l’évolution de la sensibilité à l’insuline, indépendamment de l’indice de masse 
corporelle. Le potentiel prédictif de la sensibilité à l’insuline par les niveaux d’ARNm reste à 
déterminer. 
Ce protocole d’intervention  nutritionnelle européen de conception originale offre l’opportunité 
unique de relier les évènements cliniques et biologiques survenant au gré des variations 
pondérales à des données de science fondamentale (expression génique, composition en acides 
gras du tissu adipeux), donnant ainsi du sens à une démarche de recherche translationnelle. 
  
ABSTRACT 
Obesity is a chronicle progressive disease. Medical treatment often fails in the long term. To lose 
excess fat mass and maintain it at long last remain a challenge for obese people. Excess adipose 
tissue is associated with increased risk of cardiovascular disorders and metabolic abnormalities, 
including insulin resistance. Obesity treatment aims at losing fat mass thus improving obesity-
associated disorders. Metabolic and molecular adaptations occurring in adipose tissue during a 
weight loss program remain largely unknown. They could provide potential new biomarkers to 
stratify obese phenotypes or new therapeutic targets. A multidisciplinary research effort 
involving a combination of clinical, biochemical and omics approaches appears mandatory to 
increase knowledge in the complexity of these adaptations. 
This work first aimed at identifying the clinical, biological and genetic determinants of gene 
expression in abdominal sub-cutaneous human adipose tissue during a large scale dietary 
intervention. Second, we aimed at revealing the characteristics of adipose tissue biological 
networks relevant to clinical traits in this obese patient cohort (using adipose tissue fatty acids 
composition, mRNA levels and bio-clinical risk factors). Third, we hypothesized that adipose 
tissue gene profiling would help identifying novel biomarkers that underline long term changes in 
insulin resistance with weight loss. 
The DiOGenes trial is one of the largest longitudinal dietary interventions consisting in an 8-
week weight loss diet and a 6-month weight control phase with different diets.  
In a sub-group of 311 patients, we found evidence for independent control of adipose tissue gene 
expression by calorie restriction, metabolic syndrome, body mass index, sex and genotype.  
In 135 women of this DiOGenes cohort, a combination of network inference and node clustering 
using gene expression, lipidome and bio-clinical data has linked a characteristic structure of 
adipose tissue network to a slimmed phenotype thereby identifying myristoleic acid as main 
lipidic biomarkers for de novo lipogenesis and stearoyl CoA desaturase activity. We observed an 
anabolic signature unique to individuals with unsuccessful weight control that suggests 
detrimental cell proliferation. 
  
In a group of 216 patient of the DiOGenes cohort, we showed that CIDEA gene expression was 
the only gene that explained insulin resistance trajectories (assessed by HOMA-IR). Changes in 
adipose tissue CIDEA mRNA levels paralleled variations in insulin sensitivity independently of 
change in body mass index. The predictive potency of insulin resistance by mRNA level 
combined to clinical parameters, or not, needs to be investigated further.  
The originally designed dietary intervention DiOGenes offers unique opportunity to link clinical 
and biological outcomes to adipose tissue lipidomic and gene expression data sets, which provide 
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LISTE DES ABBREVIATIONS 
 
ACE, Angiotensin-Converting Enzyme, enzyme de conversion de l’angiotensine 
AMPc, adénosine monophosphate cyclique 
ATGL, adipose triglyceride lipase 
CID, clinical investigation day, journée d’investigation clinique 
CRP, C reactive protein, protéine C réactive 
DEXA, Dual energy X-ray absorptiometry, absorptiométrie biphotonique 
HDL, high density lipoprotein, lipoprotéine de haute densité 
HOMA-IR, homeostatic model assessment – insulin resistance 
IMC, indice de masse corporelle 
LCD, low calorie diet, régime basse calorie 
LDL, low density lipoprotein, lipoprotéine de faible densité 
LHS, lipase hormono-sensible 
LMG, lipase des monoglycérides 
RBP4, retinol binding globulin 4 
SHBG, sex hormone bonding globulin 
SNP, single nucleotide polymorphism 
VLDL, very low density lipoprotein, lipoprotéine de très faible densité  
WMD, weight maintenance diet, régime de maintien du poids
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INTRODUCTION/REVUE DE LA LITTERATURE 
  
1. Perte de poids : comment faire ? 
La modification des apports alimentaires dans le but d’un amaigrissement peut porter sur 
plusieurs leviers tels que la quantité d’énergie et la composition en macronutriments (par 
exemple : riche en protéines, pauvre en glucides). Si la restriction calorique est le facteur clé pour 
perdre du poids, la composition en macronutriments a une certaine influence sur les changements 
de la composition corporelle et l’adhésion à long terme au protocole diététique. L’activité 
physique seule a un effet modeste sur la perte de poids. Nous limiterons notre propos aux moyens 
hygiéno-diététiques pour perdre du poids c’est-à-dire que nous ne parlerons pas des moyens 
pharmacologiques ni chirurgicaux. 
a. Restriction calorique : la plus efficace 
 
Le contrôle des apports alimentaires est l’un des paramètres les plus importants dans le 
succès d’une intervention nutritionnelle de l’obésité, en raison de ses rapports étroits avec 
la balance énergétique 
1
. Pour diminuer le poids (et donc l'excès de masse grasse) il faut 
induire une balance énergétique négative (apports énergétiques < dépenses énergétiques). 
C’est le principe de la restriction calorique qui consiste en une diminution des apports 
énergétiques de 15 à 60% des besoins énergétiques de base quotidiens 
2, 3
.  
Le degré de restriction calorique que l’on peut proposer est en effet très variable. Par le 
passé, il a été pratiqué des diètes de 200 à 800 kcal/jour (VLCD : very low calorie diet) 
2
. 
La théorie à l’origine de cette pratique est que plus les apports énergétiques sont faibles, 
plus la perte de poids est intense et rapide. Dans les faits, cette relation n’est pas aussi 
simple et une étude comparant plusieurs types de VLCD, montre que la perte de poids 
induite par une diète de 420 kcal/jour est la même que celle induite par une diète de 800 
kcal/jour 
4
. Le recours à ce type de régime extrêmement restrictif n’est aujourd’hui plus 
pratiqué (tout au moins plus prescrit) car il a été montré que ces régimes induisaient de 
terribles frustrations sans apporter de bénéfice en termes de perte de poids ou de contrôle 





Un rapport récent de l’ANSES (Agence Nationale de Sécurité Sanitaire de l’alimentation, 
de l’environnement et du travail, novembre 2010) a permis de mener une évaluation des 
risques liés à la pratique de régimes à visée amaigrissante, sur la base d'une expertise 
scientifique collective et contradictoire, en tenant compte des caractéristiques propres aux 
différents régimes alimentaires étudiés, indépendamment de la situation individuelle de la 
personne qui suit le régime. Ce rapport ne traite pas spécifiquement de la pratique de 
régimes dans le cadre de la prise en charge des patients obèses mais élabore une 
description complète des régimes commerciaux les plus populaires, et les comparent aux 
recommandations nutritionnelles. Ce rapport a le mérite d’insister sur le fait que la 
pratique de régimes à visée amaigrissante n'est pas un acte anodin. En effet, le risque 
d'apparition de conséquences néfastes plus ou moins graves sur la santé ne peut être, dans 
tous les cas, négligé. Ce travail a permis de mettre en évidence, sur la base de la littérature 
scientifique, des risques cliniques, biologiques, comportementaux, ou psychologiques liés 
à la pratique des régimes amaigrissants. La caractérisation de plusieurs exemples de 
régimes amaigrissants révèle qu'ils peuvent induire des déséquilibres nutritionnels et des 
inadéquations d'apports (insuffisance et excès), notamment en vitamines et en minéraux. 
De plus, l’analyse bibliographique souligne que la pratique de ces régimes peut avoir pour 
conséquences des perturbations somatiques, d'ordre osseux et musculaires notamment, 
ainsi que des perturbations psychologiques (troubles du comportement alimentaire 
secondaire à la restriction), ou encore des modifications profondes du métabolisme 
énergétique et de la régulation physiologique du comportement alimentaire. Ces dernières 
modifications sont souvent à l'origine du cercle vicieux d'une reprise de poids, 
éventuellement plus sévère, à plus ou moins long terme (effet « yoyo »). Dans ce 
contexte, l’activité physique doit être considérée comme un critère essentiel de 
stabilisation du poids (Rapport de l’Anses : Evaluation des risques liés aux pratiques 
alimentaires d’amaigrissement, novembre 2010, 
http://www.anses.fr/Documents/NUT2009sa0099Ra.pdf). 
La diminution de l’apport calorique peut être continue ou intermittente : dans ce dernier 
cas, il s’agit d’un jeune durant 24h, alternativement avec un jour de reprise de 
l’alimentation ad libitum. L’alternance peut être également différente, impliquant 2 ou 4 
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jours de jeune alternativement avec 2 ou 4 jours d’alimentation ad libitum. Cette méthode, 
peu proposée en France, a fait l’objet d’une revue de la littérature en 2011 par Varady et 
al. 
3
 afin d’évaluer et de comparer les effets sur la perte de poids et sur les modifications 
de la composition corporelle des 2 modes de restriction. Onze études impliquant une 
restriction calorique continue et 7 études intéressant une restriction intermittente ont été 
incluses. Les résultats ont révélé une perte de poids et de masse grasse similaires dans les 
2 types de restriction, et une moindre perte de masse maigre avec une restriction 
intermittente. Il faut toutefois noter que toutes ces études étaient de courte durée (entre 3 
et 24 semaines), que la diète dite de « background » (c’est-à-dire l’alimentation lors des 
jours de reprise alimentaire) était très souvent hypolipidique. Ces restrictions caloriques 
intermittentes peuvent toutefois être une option, à court terme, dans la prise en charge 
d’une obésité ou d’un surpoids sans complication métabolique. 
L’impact des fluctuations pondérales sur les risques cardiovasculaires à long terme n’est 
pas clairement établi. Plusieurs études sont en faveur d’une augmentation du risque 
cardiovasculaire chez les sujets obèses ayant une fluctuation de leur 
6, 7
 du fait d’un effet 
délétère indépendant sur les facteurs de risque cardiovasculaire 
8-10
. Cette fluctuation du 
poids est essentiellement liée à des pratiques amaigrissantes successives avec reprise de 
poids. Toutefois, d’autres études ont montré que le poids lui-même avait un effet plus 
négatif que les fluctuations du poids 
11, 12
. Ces résultats contradictoires pourraient être dus 
à la difficulté de définir la fluctuation du poids, pour laquelle il n’y a pas de consensus. 
Cet effet délétère pourrait passer par une augmentation de survenue d’un syndrome 
métabolique, facteur de risque cardiovasculaire. 
b. L’activité physique 
L’activité physique seule a très peu d’effets sur la perte pondérale : la perte de poids 
obtenue par l’activité physique seule est de l’ordre de 0.5 à 3 kg, et de moins de 3% du 
poids initial 
13
. La dépense énergétique supplémentaire induite par l’activité physique 
reste en effet quantitativement limitée par rapport à la dépense énergétique de base des 24 
heures. Pour obtenir une perte de poids plus marquée, il faudrait pratiquer plusieurs 
heures d’entraînement intensif par jour, ce qui est bien entendu impossible pour une 
majorité de patients obèses. Concernant le bilan des substrats énergétiques, l’exercice 
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physique est le seul moyen d’augmenter l’oxydation des substrats lipidiques. L’oxydation 
lipidique est la plus élevée, en valeur relative, pour des efforts d’intensité modérée mais 
prolongés dans le temps 
14
. L’autre explication à cet effet modeste sur la perte de poids est 
que la composition du poids perdu lors d’un amaigrissement induit par l’activité physique 
est en faveur d’une préservation de la masse maigre 15. Il s’agit notamment des activités 
de résistance qui ont un effet démontré sur la préservation de la masse maigre lors d’une 
perte de poids 
16, 17
. Une diminution de la masse maigre est associée à une réduction de la 
dépense énergétique, ce qui peut favoriser une reprise de poids plus tard. De plus, cette 
diminution de la masse maigre est également associée à une altération potentielle des 
capacités fonctionnelles du patient 
18
. Cet effet de l’activité physique sur la composition 
corporelle est donc un élément important à prendre en compte. 
c. La composition du régime en macronutriments 
Très récemment, SL Pagoto lançait dans le JAMA un appel pour en finir avec l’idée qu’il 
existe une composition en macronutriments « idéale» pour perdre du poids et prévenir 
toute maladie 
19
. L’auteur estimait en effet que l’éternel débat qui anime la communauté 
scientifique (et largement repris dans les médias) sur une composition optimale en 
macronutriments du régime pour perdre du poids, apportait peu en terme d’information 
scientifique et en plus pouvait induire en erreur la population dans la gestion de leur 
contrôle pondéral. Ce qu’elle reconnait comme acquis est que le contenu en 
macronutriments d’un régime alimentaire donné est l’un des multiples facteurs qui peut 
influencer l’adhésion au programme diététique prescrit. L’adhésion ou l’observance  
dépend en effet des goûts alimentaires, des traditions culturelles ou régionales, des 
intolérances alimentaires et dans certains cas de la disponibilité des aliments. Elle a 
conclu son propos en disant que la meilleure approche était d’aider le patient à choisir un 
programme diététique qu’il trouve le plus facile à tenir sur le long terme et que les 
scientifiques devraient se concentrer d’avantages sur l’étude de l’amélioration de 
l’observance. 
 L’auteur s’est appuyé sur les données de 4 méta-analyses récentes 20-23. Ces méta-
analyses incluaient entre 13 et 23 études.  
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Dans la méta-analyse de Hu et al., il s’agissait de regrouper les études comparant les 
effets d’une diète hypocalorique hypoglucidique à une diète hypocalorique hypolipidique 
sur les facteurs métaboliques (profil lipidique, poids, tour de taille, pression artérielle, 
insulinémie et glycémie à jeun). Vingt-trois études ont été incluses. Les diminutions du 
poids, du tour de taille,  de la glycémie à jeun, de l’insulinémie à jeun et de la pression 
artérielle ont été similaires dans les 2 régimes comparés, alors que les individus ayant 
suivi le régime pauvre en glucides ont vu les triglycérides et  le HDL cholestérol 
s’améliorer légèrement plus que ceux ayant suivi le régime hypolipidique: +3.3 mg/dl 
pour le HDL et -14.0 mg/dl pour les triglycérides. Le LDL cholestérol a plus diminué 
dans le groupe régime hypolipidique avec une différence entre les 2 diètes de 3.7 mg/dl. 
Ces différences sont donc très modestes.  La méthodologie était toutefois discutable 
puisque, comme c’est souvent le cas dans les méta-analyses, cette méta-analyse a inclus 
des études très hétérogènes: les niveaux d’IMC des individus inclus étaient très variables 
d’une étude à l’autre; la durée du suivi durait de 6 à 24 mois ; dans certaines études, les 
sujets étaient diabétiques, dans d’autres ils ne l’étaient pas ; les  études avec régime 
hypoglucidique étaient également très hétérogènes puisqu’elles comprenaient à la fois des 
études dont le régime était composé de moins de 20g de glucide par jour, c’est-à-dire une 
diète cétogénique, et des études modérément hypoglucidiques. De plus, la plupart des 
diètes hypolipidiques contenait en réalité 25 à 30% de lipides, ce qui est plutôt une diète 
normolipidique ou légèrement hypolipidique. 
La méta-analyse de Bueno NB et al., qui incluait 13 études, visait à comparer les effets 
d’une diète très hypoglucidique et cétogénique à ceux d’une diète hypolipidique. Elle 
s’astreignait également à n’inclure que les études avec un suivi minimal de 12 mois. En 
fait, dans cette méta-analyse, 11 études étaient déjà incluses dans la méta-analyse de Hu. 
Elle était donc plus précise et garantissait un suivi plus long. La différence de perte de 
poids entre les 2 types de diète était en moyenne de -0.91 kg : les sujets ayant suivi une 
diète cétogénique ont perdu près de 1 kg en plus que ceux ayant suivi une diète 
hypolipidique. Dans le groupe « diète cétogénique »,  les triglycérides ont baissé de 0.18 
mmol/l et la pression artérielle diastolique a diminué de 1.43 mmHg, en plus que dans 
l’autre groupe, tandis que le HDL et le LDL cholestérol ont augmenté légèrement, 
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respectivement de 0.09 et de 0.12 mmol/l de plus que dans le groupe « diète 
hypolipidique ». 
Ici encore, on constate des différences entre les types de diète, significatives mais très 
faibles en termes de perte de poids, de profil lipidique et de pression artérielle. 
Dans la méta-analyse de Wycherley et al., le but était de comparer les effets d’une diète 
hypocalorique, hypolipidique et hyperprotidique à ceux d’une diète hypocalorique, 
hypolipidique et normoprotidique sur la perte de poids, la composition corporelle, la 
satiété et la faim, et les facteurs de risque cardio-métaboliques. La diète hyperprotéinée 
était à l’origine d’une plus grande perte de poids (0.79 kg perdu en plus), plutôt sous 
forme de masse grasse (0.87 kg de masse grasse perdue en plus en moyenne) avec un 
meilleur respect de la masse maigre (0.43 kg de masse maigre maintenu en plus). La 
baisse des triglycérides plasmatiques semblait également plus grande avec la diète 
hyperprotéinée (-0.23 mmol/l de perdu en plus). Néanmoins, les modifications de 
l’insulinémie et la glycémie à jeun, la pression artérielle, du LDL et HDL cholestérol 
étaient similaires entre les 2 régimes. Ce qui est remarquable ici, est l’effet conservateur 
de la masse maigre par la diète hyperprotidique.  
Ajala et al. ont fait une revue systématique de la littérature des différentes approches 
diététiques dans la gestion du diabète de type 2. Cette méta-analyse est donc différente 
des 3 autres car d’une part les sujets ne sont pas tous obèses ou en surpoids et d’autre part, 
l’objectif principal n’est pas le contrôle du poids mais celui du diabète.  
Vingt interventions de durée supérieure à 6 mois ont été sélectionnées. La diète 
méditerranéenne semblaient aboutir à une plus grande perte de poids  (-1.84 kg 
(P<0.00001)). Les régimes à faible teneur en glucides, à index glycémique bas, 
méditerranéennes et hyper-protidiques conduisaient toutes à un meilleur contrôle 
glycémique par rapport à leur diète contrôle respective : diminution de l’hémoglobine 
glyquée de -0.12% (P=0.04), -0.14% (P=0.008), -0.41% (P<0.00001) et -0.28% 
(P<0.00001), respectivement. Néanmoins, ces résultats sont à interpréter avec une grande 
prudence : un petit nombre d’études a été analysé (surtout dans les catégories diètes 
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méditerranéennes et hyperprotidiques). De plus, l’un des plus importants facteurs de 
confusion est le changement de poids qui en lui-même, améliore le contrôle glycémique. 
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diminué de la 
même façon dans 
les 2 types de 
régime. 
 Dans le groupe 
"hypoglucidique", les 
triglycérides et  le HDL 
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diète 
hypolipidique 
Les sujets ayant 
suivi une diète 
cétogénique ont 
perdu près de 1 
kg en plus que 
ceux ayant suivi 
une diète 
hypolipidique.  
Dans le groupe 
"cétogénique ",  les 
triglycérides ont baissé 
de 0.18 mmol/l et la 
pression artérielle 
diastolique a diminué de 
1.43 mmHg, en plus que 
dans l’autre groupe. Le 
HDL et le LDL 
cholestérol ont augmenté, 
respectivement de 0.09 et 
de 0.12 mmol/l de plus 






















était à l’origine 
d’une plus grande 
perte de poids 
(0.79 kg perdu en 
plus), plutôt sous 
forme de masse 
grasse avec un 
meilleur respect 
de la masse 
maigre. 
Les triglycérides baissent 
plus avec la diète 
hyperprotéinée (-0.23 
mmol/l de perdu en plus). 
Néanmoins, les 
modifications de 
l’insulinémie et la 
glycémie à jeun, la 
pression artérielle, du 
LDL et HDL cholestérol 
étaient similaires entre 




















une plus grande 
perte de poids (-
1.84 kg). 
les 4 régimes conduisent 
tous à une réduction de 
l'HbA1c. Trois diètes 
(sauf la diète 
hyperprotéinée) 
permettent d'obtenir une 
augmentation du HDL. 
Tableau 1 : Quatre méta-analyses citées dans l’article de Pagoto et al. 
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Ces méta-analyses, bien qu’imparfaites, ont le mérite de mettre en exergue les faibles 
différences de perte de poids entre les différents régimes variant selon la composition en 
macronutriments. Sur le fond, les propos de SL Pagoto sont pertinents : ce qui « fait 
perdre » du poids c’est d’avantage la restriction calorique que la composition du régime 
en macronutriments, et le maintien du poids sur le long terme est surtout déterminé par la 
qualité de l’adhésion du patient à son programme hygiéno-diététique. Il conviendrait 
toutefois d’être un peu plus nuancé sur l’effet de la composition en macronutriments sur 
les facteurs de risque cardiovasculaire et la composition corporelle. 
Ces méta-analyses ne comparent pas non plus toutes les différentes compositions en 
macronutriments. On peut citer à titre d’exemple l’étude Nugenob qui est courte (10 
semaines) mais qui a enrôlé un grand nombre de patients obèses (771). Elle a comparé les 
effets sur le poids d’une diète hypocalorique  hyperlipidique (40 à 45% de lipides) versus 
une diète hypocalorique  hypolipidique (20-25% de lipides) 
24
. La perte de poids a été 
similaire entre les 2 types de régime mais les patients qui ont perdu plus de 10% de leur 
poids étaient plus nombreux dans le groupe assigné à une diète hypolipidique. Le taux 
d’abandon était également moins important dans ce groupe. L’amélioration de 
l’insulinémie à jeun, la glycémie à jeun et du profil lipidique était similaire dans les deux 
groupes. 
 
2. Maintien du poids perdu après amaigrissement 
a. Une gageure ? 
La perception du public sur cette question est que presque personne ne parvient à 
maintenir sur le long terme le poids perdu par des mesures hygiéno-diététiques. Dans les 
faits, ce sentiment général s’est largement confirmé mais la connaissance des facteurs 
favorisant le maintien du poids perdu s’est considérablement accrue ces dernières années, 
notamment par des études de population 
25





. Selon les données issues du National Health and Nutrition 
Examination Survey (1999-2006), seulement un patient en surpoids ou obèse sur 6 reporte 
avoir déjà réussi à maintenir une perte de poids de 10% pendant un an 
28
. Parmi les études 
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interventionnelles du contrôle du poids, dans lesquelles les biais de mémoire peuvent être 
éliminés, le taux de succès à long terme est encore plus bas 
29
. L’adhésion (ou 
l’observance) du patient au programme diététique prescrit s’émousse avec le temps et la 
plupart des patients ont beaucoup de difficultés à continuer à perdre du poids au-delà de 6 
mois, la perte de poids atteint un plateau, c’est ce qui est habituellement décrit dans un 
bon nombre d’études interventionnelles 30-33. 
Ce constat d’échec peut s’expliquer au niveau physiologique. Nous avons vu que pour 
diminuer le poids il fallait induire une balance énergétique négative (restriction 
calorique). Inversement, pour maintenir un poids stable, il faut atteindre un équilibre ou 
les apports sont égaux aux dépenses. Néanmoins, il a été clairement démontré que les 
apports énergétiques qui permettent de maintenir le poids perdu après régime sont 
inférieurs à ceux qui permettaient de maintenir un poids stable avant la perte de poids 
6
. 
Le retour au poids initial se traduit par une récupération préférentielle de la masse grasse, 
avec souvent une masse maigre qui ne revient pas spontanément au niveau avant 
restriction. Cela a également bien été montré dans l’étude de Weyer et al. en 2000 dans 
laquelle des sujets ont perdu 15% de leur poids initial après une restriction calorique sur 
une durée de 2 ans. Leur poids était revenu au niveau initial au bout de 6 mois et le poids 
repris était quasi exclusivement de la masse grasse 
34
. 
Cette diminution relative de la masse maigre induit une diminution de la dépense 
énergétique des 24 heures par diminution de la thermogénèse post prandiale (puisque le 
sujet mange moins). 
 
b. Quels sont les facteurs favorisant le maintien du poids après amaigrissement ? 
L’une des difficultés lorsqu’on essaie d’étudier les déterminants du maintien du poids 
après amaigrissement, est celle de la définition du maintien du poids après 
amaigrissement. Il n’y a pas vraiment de consensus. Des comités d’experts ont proposé 
des définitions comme The Clinical Guidelines on the Evaluation and Treatment of 
Overweight and Obesity in Adults (moins de 3 kg en 2 ans) ou The Institute of Medicine 
(au moins 5% du poids initial maintenu pendant 1 an). Ces définitions ne sont pas 
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forcément utilisées dans les études. Dans une revue de Stevens et al., les auteurs ont 
examiné toutes les études entre 1999 et 2006 sur le maintien du poids qui succède à une 
phase active de perte de poids avec une période de suivi d’au moins un an 35. Dix études 
ont ainsi été analysées. La perte de poids initiale dans la plupart de ces études a été définie 
comme une perte de 5 à 10% du poids initial. Dans certaines études, la maintenance du 
poids  a été définie par rapport au poids initial tandis que d’autres études se sont référées 
au poids après la perte de poids.  
L’une d’entre elles, bien connue puisqu’elle se réfère au National Weight Control 
Registry, est celle de Wing et Hill qui ont proposé en 2001 que les gens qui parvenaient à 
maintenir leur perte pondérale soient définis comme « les individus qui ont 
intentionnellement perdu au moins 10% de leur poids de départ et l’ont maintenu pendant 
un an » 
36
. Ceci apparait comme cliniquement relevant pour cette cohorte de participants 
obèses ou en surpoids dont l’objectif premier était de perdre (et de maintenir) le plus de 
poids possible. Ce registre, ouvert en 1994, a recruté plus de 4000 individus adultes (par 
le biais de la radio ou de la presse) qui devaient avoir perdu 13.6 kg et les avoir maintenus 
durant au moins un an. Les individus recrutés répondaient à plusieurs questionnaires très 
détaillés sur la façon dont ils avaient perdu le poids et comment ils comptaient le 
maintenir. Ils ont ensuite été suivis de façon annuelle. Durant cette consultation, ils étaient 
pesés et répondaient à des questionnaires. Ce registre a été très riche en informations et 
nous nous y référerons à plusieurs reprises. 
Dans une autre population, ayant une hyperglycémie à jeun, une perte de poids de 5% du 
poids initial maintenue le plus longtemps possible sera également cliniquement relevante 
puisque l’on sait que ce niveau de perte de poids dans cette population est susceptible de 
retarder l’apparition d’un diabète de type 2 37. La définition du maintien du poids est donc 
à adapter à chaque cohorte et à l’objectif de l’étude. On peut aussi, pendant une phase de 
maintien pondérale, après une phase initiale de perte de poids, accepter une fluctuation 






i. Le niveau du poids perdu pendant la phase de perte pondérale 
Une étude de population a montré qu’une plus grande perte de poids pendant la phase 
active de perte de poids était significativement associée à une plus grande reprise 
pondérale par la suite 
38
. Les participants qui avaient perdu plus de 20% de leur poids 
avaient 2.8 fois plus de risque de reprise pondérale comparé à ceux qui avaient perdu 10 à 
15% de leur poids. Dans une revue systématique de la littérature datant de 2010, Barte et 
al. ont étudié les relations entre la perte de poids pendant une intervention et le maintien 
du poids après une période d’au moins un an sans encadrement. Les auteurs n’ont pas 
retrouvé de relation entre le niveau de poids perdu pendant la phase active de perte de 
poids et le poids maintenu par la suite 
39
. Il faut noter toutefois que peu d’études ont été 
incluses (12). 
ii. L’activité physique 
Le maintien du poids après amaigrissement est sans doute l’un des intérêts majeurs de 
l’activité physique dans la prise en charge des patients obèses 40-42. Dans un registre 
américain (the National Weight Control Registry) recensant 784 sujets obèses ou en 
surpoids ayant réussi à perdre du poids de façon durable,  leur niveau d’activité physique 
apparaissait élevé. Les femmes du registre ont déclaré dépenser une moyenne de 2545 
Kcal/semaine en activité physique, et les hommes 3923 Kcal/semaine 
43
. Ce niveau 
d’activité correspondrait à une heure par jour d’activité physique d’intensité modérée, 
telle que la marche rapide. L’activité physique la plus représentée était la marche pour 
76% des participants. D’autres études confirment que le niveau d’activité physique 
nécessaire au maintien de la perte de poids est relativement élevé 
44, 45
. 
iii. Le suivi, la prise en charge comportementale 
Par une approche prédictive, plusieurs études d’intervention nutritionnelle portant sur les 
modifications du mode de vie ont montré qu’une auto-surveillance régulière du poids et 
de la prise alimentaire 
26, 27
 étaient prédictifs du maintien du poids perdu. Dans 2 autres 
études randomisées, des contacts prolongés et suffisamment répétés avec les patients 
étaient significativement associés à un meilleur maintien du poids perdu dans le temps 
46, 
47
. Les thérapies comportementales ou cognitivo-comportementales ont fait la preuve de 
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leur efficacité sur le maintien pondéral 
48
. Dans une revue parue en 2005, Elfhag et al. 
49
 
ont montré que certains facteurs psychologiques étaient associés au maintien du poids sur 
le long terme (dans cette revue, le long terme était défini par au moins 6 mois de maintien 
du poids) : un bon entourage socio-familial 
50
, une meilleure stratégie de « coping » (ou 
capacité d’affronter les problèmes), une meilleure capacité de gestion du stress 51, 52, une 
plus grande auto-efficacité (c'est-à-dire une plus grande confiance en sa propre capacité à 
gérer les épreuves de la vie) 
53
. 
De plus faibles degrés de dépression ont été retrouvés chez les personnes obèses qui 
reperdaient du poids après en avoir repris par rapport à celles qui n’en reperdaient pas, ce 
qui suggère qu’un succès relatif dans le contrôle du poids est relié à moins de symptômes 
dépressifs qu’une nouvelle augmentation du poids 54. Néanmoins, cela n’est pas retrouvé 
dans toutes les études et certaines études ne retrouvent pas de relation entre le maintien du 
poids et les symptômes dépressifs 
55
. 
iv. La diète 
Il parait évident mais encore fallait-il le prouver, que le maintien du poids perdu est 
fortement associé à une diminution de l’apport calorique journalier 56 et à une diminution 
de la taille des portions alimentaires 
49
 durant la phase de maintien. Plus spécifiquement, 
le maintien pondéral est associé à une diminution de la fréquence des grignotages 
57
, et à 
une diminution de la fréquence de consommation des aliments gras 
25, 56, 57
. 
La composition de la diète en macronutriments peut-elle également avoir une influence 
sur le maintien à long terme du poids perdu ? Beaucoup d’études ont tenté de répondre à 
cette question, y compris DiOGenes, dont nous parlerons longuement plus loin. 
Parmi les études interventionnelles randomisées,   on peut citer celle de Sacks et al. parue 
en 2009 et qui a enrôlé plus de 800 sujets obèses ou en surpoids et qui comparait les effets 
à long terme (2 ans) de 4 diètes variant selon la teneur en lipides, protides et glucides. Il 
n’y avait pas à proprement parlé de phase active de restriction et de phase de maintien du 
poids : le programme diététique était prévu pour être le même pendant 2 ans. Parmi les 
80% de participants qui ont fini le programme, la perte de poids moyenne au bout de 2 
ans était de 4 Kg. Quatorze à 15% des participants ont atteint une perte de poids d’au 
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moins 10% du poids initial. Le niveau de perte de poids était le même quel que soit le 
type de diète 
32
.  
On peut également citer celle de Delbridge et al. Elle a inclus beaucoup moins de patients 
(141 sujets) mais est intéressante car elle a comparé durant une phase de maintien 
pondéral de 12 mois (qui a succédé à une phase active de perte de poids de 3 mois) les 
effets de 3 types de diète isocalorique: hyperprotidique, hyperglucidique et à la fois 
hyperprotidique et hyperglucidique. Les 3 régimes étaient de fait pauvres en lipides. Les 
patients ont perdu une moyenne de 16.5 kg durant la première phase et ont maintenu une 
perte de poids de 14.5 kg durant la phase de maintien pondéral. Là encore, il n’y avait pas 
de différence de perte de poids entre les 3 groupes assignés aux différentes diètes 
58
. 
Dans une autre étude sur le long terme (2 ans), Shai et al. ont comparé l’effet de 3 diètes 
hypocaloriques (hypolipidique, méditerranéenne, ou très hypoglucidique) sur le poids et 
certains paramètres métaboliques chez 322 patients obèses. La perte de poids se situait 
entre 2.9 kg (groupe diète hypolipidique) et 4.7 kg (groupe diète hypoglucidique) à la fin 
de l’intervention. Les individus du groupe assigné à la diète méditerranéenne ont perdu 
4.4 kg à la fin de l’intervention. Le ratio total cholestérol sur HDL cholestérol était 
significativement plus abaissé dans le groupe assigné à la diète hypoglucidique comparé 
au groupe diète hypolipidique. L’amélioration de la résistance à l’insuline (mesurée par le 
HOMA-IR) était surtout marquée chez les 36 individus diabétiques de type 2 et chez les 
sujets assignées à la diète méditerranéenne par rapport à ceux du groupe diète 
hypolipidique 
33
. On voit que les résultats sur le poids sont assez similaires sur le long 
terme mais il y a des différences  d’effet sur les paramètres métaboliques et on est plus 
enclin à proposer une diète méditerranéenne à un sujet diabétique ou très résistant à 
l’action de l’insuline et bien entendu, un régime hypolipidique à un sujet dyslipidémique.  
Nous pourrions citer beaucoup d’autres études, pour la plupart avec des effectifs 
beaucoup plus réduits, des phases de suivi beaucoup plus courtes, mais ce qui semble 
ressortir de cette analyse et rejoint le point de vue de Pagoto et al., précédemment cité, est 
que le type de régime proposé à un patient influence surtout son adhésion au programme 
diététique et conditionne le maintien à long terme de la perte pondérale.  
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Un autre exemple est le programme DiOGenes que nous allons détailler par la suite où les 
individus assignés à une diète hyperprotidique semblent mieux maintenir le poids perdu 
que les autres mais en réalité l’adhésion à cette diète était meilleure que dans les autres 
groupes. 
3. DiOGenes 
a. Le programme 
DiOgenes, dont l’acronyme signifie « Diet, Obesity and Genes », est une étude 
européenne multicentrique, randomisée, contrôlée, d’intervention diététique. Le but était 
d’étudier les effets de 4 régimes ad libitum (c’est-à-dire que les quantités n’étaient pas 
limitées) variant selon la teneur en protéines et l’index glycémique, sur la reprise 
pondérale après une phase de perte, et sur différents paramètres métaboliques. La 
particularité de cette étude est qu’elle incluait, dans les 8 centres,  des familles de patients 
obèses ou en surpoids. Les familles étaient incluses si au moins un des membres adultes 
avait un IMC supérieur à 27 kg/m², et au moins un enfant avec un IMC supérieur à 25 
kg/m². L’autre atout est qu’il y avait une phase de maintien du poids ou plutôt de suivi, 
puisque seule comptait la composition en macronutriments, d’une durée de 6 mois (donc 
longue par rapport à ce que l’on retrouve habituellement dans la littérature) qui suivait la 
phase de restriction. L’originalité de DiOGenes par rapport à d’autres études se 
composant de 2 phases est que la phase de maintien du poids est composée d’un régime 
dont les quantités ne sont pas limitées. 




i. Protocole de l’étude 
Les familles ont été recrutées par différentes voies : affiches, communiqués par la radio, 
télévision, journaux… 
Les critères d’inclusion et d’exclusion sont exposés dans le tableau 2. 
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Le statut pondéral des enfants a été défini, au screening, selon les critères de 
l’International Obesity Task Force (60). Les enfants dont l’IMC est supérieur à 25 kg/m² 




Tableau 2 : Critères d’inclusion et d’exclusion de l’étude (d’après 59) 
Inclusion Exclusion 
Familles avec au moins un 
adulte/parent en surpoids (IMC >27 
kg/m²) sans autre pathologie, âgé de 
moins de 65 ans, et au moins un 
enfant  âgé de 5 à 18 ans, qui accepte 
de participer à un minimum 
d’investigations (« light protocol ») 
Adulte avec un IMC > 45 kg/m² 
Jeune adulte dont l’âge est > 18 ans et qui vit 
toujours chez ses parents 
Membres adultes de la famille qui n’ont pas de 
position parentale (grands parents) 
Familles dans lesquelles il n’y a pas 
de lien biologique (enfant adopté) sont 
autorisées à participer 
Personnes suivant un traitement médicamenteux, ou 
souffrant de maladies qui peuvent influencer les 
résultats de l’étude, en particulier les maladies 
influençant le poids (malabsorption, 
hypo/hyperthyroïdie non équilibrée, troubles du 
comportement alimentaire, prise de cortocoïdes…), 
ou facteurs de risque cardiovasculaires liés à 
l’obésité (pathologies cardiaques, pression artérielle 
systolique et diastolique ≥ 160/100 mmHg, 
glycémie à jeun > 6.1 mmol/l, cholestérol > 7 
mmol/l, triglycérides > 3 mmol/l) 
 Consommation régulière d’alcool > 21 unités 
alcooliques par semaine chez l’homme, > 14 chez la 
femme 
 Changement prévu d’activité physique durant 
l’étude dans la mesure où cela peut interférer avec 




 Don du sang dans les 2 mois précédant l’étude  
 Adultes avec une variation pondérale > 3 kg dans 
les 2 mois précédant la première journée 
d’investigation clinique (CID1) 
 Maladie psychiatrique  
 Femme enceinte ou allaitante, ou femme prévoyant 
de tomber enceinte dans les 18 mois suivants 
 Antécédent de chirurgie bariatrique 
 Participation dans une autre étude clinique dans les 
3 mois précédant l’étude 
 Toxicomanie 
 Adultes incapables de donner son consentement 
 Adultes incapables de s’engage dans une diète basse 
calorie de 8 semaines 




ii. Phase de perte de poids  
Tous les adultes inclus ont bénéficié d’une diète basse calorie (low calorie diet (LCD)) 
(Modifast®, (Nutrition et Santé, Belgique), de 3400-4200 kJ par jour (soit environ 800 
kcal), avec en plus 200 g de légumes (concombre, laitue, tomates). Cette phase, que nous 
appellerons LCD, a duré 8 semaines. Durant le régime de leurs parents, les enfants n’ont 




Les familles dans lesquelles au moins un des parents a perdu au moins 8 % de son poids 
durant la phase LCD ont été randomisées en 5 groupes en vue de suivre une diète variant 
selon la teneur en protéine et le niveau de l’index glycémique: 
Groupe 1 : faible teneur en protéines/ index glycémique bas 
Groupe 2 : faible teneur en protéines/ index glycémique élevé 
Groupe 3 : haute teneur en protéines/ index glycémique bas 
Groupe 4 : faible teneur en protéines/ index glycémique élevé 
Groupe 5 : diète témoin tenant compte des recommandations nationales de chaque pays 
centre, avec un taux de protéines moyen et sans instruction spécifique sur l’index 
glycémique 
Le tableau 3 résume l’ensemble des programmes diététiques proposés. Le taux en lipides, 
protéines, glucides est le pourcentage de la ration calorique journalière. Trente pour cent 
de lipides signifie que 30% de la ration calorique journalière est apportée par les lipides. 
Les 2 diètes avec index glycémique élevé apportent plus d’énergie sous forme de 
glucides, qui sont également plus souvent des glucides simples, capables d’induire une 

















Induction d’insuline postprandiale 
LGI/LP 25-30 10-15 40-50 Faible 
HGI/LP 25-30 10-15 57-62 Forte 
LGI/HP 25-30 23-28 40-50 Faible 
HGI/HP 25-30 23-28 57-62 Forte 
Témoin 25-30 15-25 40-60 Modéré 
LGI: low glycemic index, index glycémique faible, HGI: high glycemic index, index 
glycémique élevé LP: low protein, hypoprotidique HP: high protein, hyperprotidique 
Les individus étaient supposés maintenir le poids perdu durant les 6 mois suivant la phase 
de LCD. Cette deuxième phase s’appelait phase de maintien pondéral (ou weight 
maintenance diet, WMD). La perte de poids durant cette phase était également permise.  
Comme présenté sur le tableau 3, la teneur en lipides des 5 diètes était normale-basse (25-
30%) et ad libitum, c’est-à-dire sans restriction sur l’apport énergétique journalier, afin de 
tester la capacité de chaque régime à contrôler l’appétit. Cette phase WMD de maintien 
pondéral est donc plutôt une phase de suivi, puisqu’il n’y a pas de restriction calorique. 
Concernant les régimes variant selon l’index glycémique, le but était d’obtenir une 
différence de 15 points entre les diètes à fort index glycémique et les diètes à index 
glycémique bas. Pour les protéines, l’objectif était d’obtenir une différence de 12% de 
l’énergie totale consommée sous forme de protéines entre les diètes hyperprotidiques et 
les diètes hypoprotidiques. 
Des recettes, des conseils diététiques, des astuces de cuisine ont été prodigués aux 
familles (cf infra) durant l’étude. En particulier, les familles avec enfants de moins de 5 
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ans ont été invitées à nourrir leurs enfants selon les recommandations habituelles pour 
cette tranche d’âge en vigueur dans le pays d’origine. 
Des précisions sur les régimes et le suivi diététiques sont données dans la publication de 
61
. 
iv. L’intervention diététique durant la phase de suivi  
Pendant cette phase de maintien pondéral où les sujets étaient répartis en 5 groupes avec 
régimes différents, le protocole DiOGenes prévoyait 2 manières de suivre les sujets durant 
leur régime. Dans 2 centres, Maastricht et Copenhague, l’intervention était plus longue 
(12 mois au lieu de 6) et les participants faisaient leurs courses dans des magasins-études, 
c’est-à-dire qu’ils étaient orientés sur les produits à consommer en fonction du type de 
régime auquel ils étaient assignés. Ces 2 centres ont donc été baptisés « shop centres ». 
Dans les 6 autres centres, la phase WMD durait 6 mois et les sujets recevaient des 
instructions diététiques de façon plus classique (« instruction centres »). 
L’ensemble du design expérimental (adultes et enfants) est illustré sur la figure 1. 
 Les « shop centres » 
Durant la phase WMD, les familles des 2 « shop centres » recevaient non seulement des 
instructions diététiques par une diététicienne mais avaient de plus la possibilité de faire 
leurs courses de nourriture dans un magasin du protocole DiOGenes où elles étaient 
guidées dans leurs achats en fonction du type de régime attribué. Cette opportunité a duré 
6 mois et pendant les 6 mois suivants, seuls les conseils diététiques par un diététicien ont 
persisté. Les adultes se sont rendus à 4 journées d’investigations cliniques (Clinical 
Investigation Day, CID), avant et après la phase LCD, et 6 et 12 mois après la 
randomisation, et une visite finale de suivi 12 mois après la fin de la période d’instruction. 
Les enfants ont eu 5 visites planifiées de journées d’investigation cliniques plus une visite 
de suivi. Mais dans les faits, les 2 premières visites ont été fusionnées en 1 seule (voir 
plus loin). 
 Les « instructions centres » 
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Dans les 6 « instructions centres », les familles ont bénéficié de 6 mois de conseils 
diététiques après la randomisation. Les adultes se sont rendus à 3 journées 
d’investigations cliniques et une visite de suivi 6 mois après la fin de la période 
d’instructions. Les enfants participant aux investigations ont bénéficié de 4 journées 
d’investigations cliniques et d’une visite de suivi. 
Nous ne détaillerons pas d’avantage les investigations et les résultats chez les enfants. 




v. Investigations cliniques des adultes 
Chez l’adulte, le critère primaire était le maintien de la perte de poids en kilogramme à la 
fin de l’intervention, ainsi que le changement de composition corporelle évaluée par 
DEXA (Dual energy X-ray absorptiometry, absorptiométrie biphotonique) ou 
impédancemétrie, le nombre de sujets maintenant plus de 5 ou 10% du poids initial et le 


























































































































Les critères secondaires étaient les changements de masse grasse abdominale (évaluée par 
DEXA, tour de taille et diamètre sagittal), les facteurs de risque de diabète de type 2 et de 
maladies cardiovasculaires, l’évolution des hormones régulant l’appétit et la satiété, 
l’activité physique, la quantification des ARNm exprimés par le tissu adipeux et certains 
biomarqueurs peptidiques/protéiques sanguins. En plus, une évaluation de certaines 
caractéristiques biologiques (profils génétiques, mesure du métabolisme de base et de la 
dépense énergétique, activité physique…) et psychologiques (questionnaires à propos des 
préférences et comportements alimentaires, comportements favorables à sa santé, soutien 
social et intégration sociale…) a été effectuée. L’ensemble des questionnaires est détaillé 
dans le tableau 2 de l’article de TM Larsen 59. 
vi. Résultats chez les adultes 
L’ensemble des résultats cliniques des adultes est présenté dans la publication de 59. 
Nous en présenterons ici l’essentiel. 
Sur les 1209 sujets présents au screening, 938 ont participé au LCD et finalement, 773 ont 
été randomisés (figure 2). Après la randomisation en 5 groupes, 548 ont fini 
l’intervention, ce qui fait un taux d’abandon de 29%. Il est à noter que le taux d’abandon 
était significativement plus faible dans les 2 groupes assignés à des diètes hyperprotéinées 
et dans les 2 groupes assignés à des diètes dont l’index glycémique était bas que dans le 
groupe dont le régime était hyperprotéiné et avec un index glycémique élevé : 26.4% et 
25.6% respectivement, versus 37,4%. L’ensemble du suivi des patients est représenté sur 
la figure 2. 
Sur le plan diététique, les objectifs fixés en terme de différence entre les régimes 
hyper/hypoprotidiques et entre les index glycémiques haut/bas n’ont pas été atteints : le 
pourcentage de l’apport calorique total provenant des protéines était 5.4 points plus haut 
dans le groupe hyperprotéiné (au lieu de 12%) tandis que l’index glycémique moyen dans 
le groupe index glycémique bas était seulement inférieur de 5 points (au lieu de 15) à 
















































































































que l’excrétion urinaire d’azote) étaient en faveur d’une meilleure observance dans le 
groupe hyperprotidique. 
La perte de poids moyenne durant la phase LCD a été de 11.0 kg. En analysant les 
individus qui ont terminé l’intervention (n=548), seul le groupe assigné au régime 
hypoprotidique/ index glycémique élevé était associé à une reprise de poids significative 
durant la phase WMD (1.67 kg). En analyse en intention de traiter, la reprise de poids 
était, dans les 2 groupes assignés à des diètes hyperprotidiques, de 0.93 kg plus basse 
qu’aux groupes hypoprotidiques, et, dans les groupes à index glycémique bas, de 0.95 kg 
plus basse qu’aux groupes avec index glycémique élevé. En analysant uniquement les 
sujets qui ont terminé l’étude, on retrouve des résultats similaires.  
 
b. Etudes ancillaires de DiOGenes 
Le programme européen DiOGenes a permis la publication de 23 études, plus les 2 
actuellement soumis que nous allons présenter plus loin dans ce travail. Ces différents 
travaux ont abordé des domaines très larges : protéomique, transcriptomique, prédiction 
de la perte ou du maintien du poids par des facteurs cliniques et/ou biologiques, étude 
comportementale. Le tableau 4 reprend l’ensemble des études ancillaires de DiOGenes 
présentées ci-dessous. 




































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































i. Prédiction du changement de poids en fonction de paramètres cliniques 
et/ou biologiques 
Dans un tel protocole en 2 phases comme DiOGenes, il est assez tentant de se demander 
si certains évènements cliniques ou biologiques qui se produisent lors de la première 
phase (phase active d’amaigrissement, LCD) ne peuvent pas prédire l’évolution du poids 
lors de la phase de maintien/suivi pondéral (WMD). 
Ainsi, 6 études ont suivi ce raisonnement en étudiant des sous-groupes de patients de la 
cohorte DiOGenes. 
L’étude de Handjieva-Darlenska et al. s’est concentrée sur la première phase de 8 
semaines du protocole (LCD). Le but était de savoir si les caractéristiques des sujets au 
départ et le changement de poids durant la première semaine de la phase active 
d’amaigrissement (LCD), pouvait prédire le devenir du poids à la fin des 8 semaines de 
LCD. Cette étude est intéressante au sens où elle a pu enrôler un grand nombre de patients 
(801). Elle a permis de conclure que le niveau de poids initial, la perte de poids durant la 
première semaine et la perte de poids à la troisième semaine étaient prédictifs de la perte 
de poids finale à 8 semaines. Ainsi, une perte de poids supérieure ou égale à 2.6 kg à la 
fin de la première semaine du LCD a été identifiée comme le seuil optimal prédisant une 
perte de poids supérieure à 10 kg à 8 semaines 
64
.  
Wang  et al. ont publié une étude qui a enrôlé 48 femmes qui continuent  à perdre du 
poids durant phase de suivi pondéral (WMD) et 48 femmes qui en reprennent. Le but était 
d’identifier des prédicteurs du changement de poids après la phase d’amaigrissement, 
durant le WMD. Pour cela, les auteurs ont mesuré le niveau plasmatique de 31 protéines 
et 3 hormones stéroïdiennes au début de l’intervention et à la fin du LCD. Parmi ces 34 
paramètres, l’enzyme de conversion de l’Angiotensine (ACE) était le prédicteur le plus 
important (identifié par des analyses de régression logistique et de forêts aléatoires) et une 
plus grande diminution de l’ACE durant le LCD prédisait de plus grandes chances de 





Un autre article de Wang P et al. a cherché à prédire le maintien du poids perdu à la fin de 
l’intervention diététique (LCD + WMD) en fonction de l’évolution du niveau plasmatique 
de l’ACE, mais cette fois chez l’homme. Elle a inclus 125 hommes des 8 pays européens 
de DiOGenes et a montré, par des analyses de régression logistique, qu’une plus grande 
diminution de l’ACE durant le LCD était prédictif d’un meilleur maintien du poids durant 
le WMD, comme chez la femme 
66
.  
Un dernier article de Wang P et al. paru dans Obesity (récemment en octobre 2013) a 
inclus 24 hommes qui continuent à perdre du poids durant le WMD et 24 hommes qui 
reprennent du poids durant le WMD. Le but était de savoir si le fait de présenter un 
syndrome métabolique au début de l’investigation était prédictif du maintien ou de la 
reprise de poids durant le WMD. L’autre question était d’étudier le rôle prédictif du 
niveau plasmatique de certaines hormones sur le maintien du poids après amaigrissement. 
Les individus présentant un syndrome métabolique en basal ont plus de risques de 
reprendre du poids durant la phase de maintien pondéral. Un haut niveau initial de RBP4 
(Retinol Binding Protein 4) plasmatique, un niveau bas de testostérone totale et une 
SHBG (Sex Hormone Binding Globulin) basse au début de l’intervention sont des 
prédicteurs de la reprise de poids après amaigrissement 
67
.  
Une étude Wong M et al. parue dans Plos One 
68
 visait à déterminer si les changements 
des paramètres cliniques et anthropométriques observés durant le LCD étaient associés à 
la reprise de poids durant le WMD dans une sélection de 285 obèses ou en surpoids qui 
reprenaient du poids durant le WMD. Une relation inverse entre la variation de BMI 
durant le LCD et la reprise de poids durant le WMD, c’est-à-dire que les individus qui 
perdaient le plus de points de BMI durant le LCD étaient ceux qui avaient le moins de 
risque de reprendre du poids pendant le WMD. De la même façon, les individus qui 
expérimentaient une plus grande diminution de l’insulinémie à jeun ou de l’HOMA-IR 
pendant le LCD reprenaient moins de poids. Ces associations sont restées significatives 
dans un modèle de régression linéaire prenant en compte des variables connues pour 
influencer de façon indépendante les variations de poids (âge, sexe, centre de recrutement, 
type de diète). Ce modèle expliquait entre 11 et 13% de la variabilité de la reprise de 
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poids. La variation de BMI avait un R² à 0.110, celle de l’insulinémie à jeun à 0.130 et 
celle du HOMA-IR à 0.134 (F-test p<0.0001). 
L’étude de Kunesova et al. 69 s’est intéressée à la composition en acides gras du tissu 
adipeux sous cutané (par chromatographie en phase gazeuse) à chaque journée 
d’investigation clinique : en basal, après le LCD et après le WMD. Le but était d’évaluer 
le rôle prédictif de la composition en acides gras du tissu adipeux sur le maintien du poids 
à la fin de l’intervention. Ce sont essentiellement les acides gras mono-insaturés qui ont 
été corrélés au changement de poids : de plus bas niveaux de C14 :1 n-5 et C16 :1 n-7 en 
basal sont associés au maintien du poids, un bas niveau de C18 :1 n-9 en basal est associé 
à une moindre perte de poids à la fin de l’intervention. Cette étude est intéressante 
puisqu’elle fait intervenir la composition en acides gras du tissu adipeux pour expliquer le 
changement de poids.  
ii. Protéomique du plasma 
L’étude de Rubio-Aliaga et al. 70 utilise une approche protéomique pour étudier les 
mécanismes moléculaires associés à au maintien du poids lors d’une diète hyperprotidique 
et à index glycémique bas, l’un des principaux résultats cliniques de DiOGenes.  Il ne 
s’agissait pas ici de prédire le maintien du poids ou non durant la phase de suivi mais 
d’identifier de nouveaux marqueurs peptidiques dont les variations pourraient expliquer 
celles du poids durant cette phase de suivi (WMD). 
Pour cela, les auteurs ont sélectionné un sous-ensemble d’individus qui ont perdu le plus 
de poids (n=12) et ceux qui en ont repris (n=12) le plus durant le WMD, parmi ceux 
assignés aux 2 régimes index glycémique bas/contenu en protéine élevé et index 
glycémique bas/ contenu en protéine bas. Des prélèvements plasmatiques ont été réalisés 
au début et à la fin du WMD. Les analyses protéomiques ont révélé que 18 protéines 
étaient régulées après 6 mois de WMD. Parmi elles, 12 protéines étaient 
différentiellement régulés entre les sujets qui continuaient à perdre du poids sous régime 
hyperprotidique et ceux qui en ont repris. Deux protéines ont été identifiées comme les 
plus régulées et comme nouveaux bio-marqueurs potentiels : la protéine S (PROS1) et 
Pregnancy-zone protein (PZP). Leur régulation était opposée : PROS1 était sous exprimée 
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chez les sujets qui continuent à perdre du poids tandis que PZP était sur exprimée. PROS1 
est une protéine impliquée dans la coagulation sanguine dont la synthèse dépend de la 
vitamine K. Elle participe à l’inactivation des facteurs V et VII, pro-coagulants. La 
protéine PZP est une protéine inhibitrice des endopeptidases, dont le niveau plasmatique 
est habituellement très bas  mais qui augmente de façon très importante durant la 
grossesse et diminue à l’accouchement. Sa fonction physiologique est actuellement 
inconnue.  
iii. Polymorphisme génétique 
Deux études se sont intéressées aux polymorphismes génétiques (en plus de la 
nôtre) durant le programme DiOGenes: il s’agit de l’étude de Du et al 71, Larsen et al. 72, 
et de Brahe et al. 
73
. 
Dans la première étude, l’objectif était d’étudier les interactions entre les marqueurs de 
polymorphisme, 123 SNPs (single nucleotide polymorphisms) de 15 gènes de la voie de 
régulation hypothalamique du contrôle de la prise alimentaire et l’alimentation dans une 
cohorte de 6566 individus selon une méthodologie cas-témoin. Une association (P= 2 x 
10
-7) entre la reprise de poids et l’interaction entre le SNP rs7180849 du gène NMB 
(neuromedin B) et l’index glycémique de la diète a été mise en évidence : les individus 
porteurs de ce marqueur sur ce gène ont une reprise de poids plus importante lorsqu’ils 
suivent une diète avec un index glycémique élevé 
71
. 
Dans la deuxième étude,  il s’agissait de savoir si les SNPs de 69 gènes connus (ou 
candidats) de la régulation du poids, étaient associés  à la reprise de poids, de tour de taille 
ou de masse grasse durant la phase WMD. Aucune association entre les SNPs et la reprise 
de poids, de tour de taille ou de masse grasse n’a été retrouvée mais l’étude des Q-Q plots 
a révélé des effets d’interactions SNP-type de diète sur le regain de poids, de tour de taille 
et de masse grasse. Cela suggère que des variations génétiques dans certains gènes 
sensibles à la prise alimentaire pourraient modifier la réponse à la diète. 
Dans la troisième étude plus récente (janvier 2013), le but était d’étudier les associations 
entre 240 SNPs de 24 gènes impliqués dans le métabolisme des lipides, et les 
modifications du profil lipidique après perte de poids ou en réponse à une diète donnée. 
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Un effet de l’interaction SNP-diète hyperprotéinée sur les triglycérides a été identifié pour 
le SNP rs4315495 du gène codant la lipin 1 (LPIN1). La présence de ce marqueur signifie 
une plus grande chance de voir baisser les triglycérides après une diète hyperprotéinée. 
iv. Etudes hormonales, études des différences de centre, syndrome 
métabolique et inflammation 
Dans une étude de Wang et al. 
74
, l’approche était également de comparer 2 groupes de 
femmes  qui reprennent ou continuent à perdre du poids durant le WMD. L’objectif était 
de comparer les profils sanguins hormonaux et protéiques des 2 groupes de sujets et de 
mettre en évidence des biomarqueurs plasmatiques du contenu en protéine de la diète ou 
du niveau de l’index glycémique pendant le WMD. Trente-deux protéines et 3 hormones 
stéroïdiennes ont été mesurées dans le sang. Une augmentation de la leptine et de la CRP 
étaient significativement associée à la reprise pondérale. Ces relations étaient influencées 
par le type de diète : la relation ne tenait plus dans le groupe qui suivait une diète 
hyperprotidique et avec un index glycémique élevé. La CRP pendant le WMD 
n’augmente que dans le groupe qui reprend du poids et qui suit un des 2 régimes 
hyperprotéinés. D’autres hormones étaient également influencées par l’intervention 
diététique : la testostérone, l’hormone de croissance, l’angiotensinogène, la résistine… 
L’étude de Papadaki et al. 75 étudiait les différences inter centres des résultats cliniques de 
la phase LCD de DiOGenes. Les 8 centres ont été regroupés en 3 grandes régions : le 
Nord (n=334) regroupe les centres de Maastricht, Copenhague et Cambridge, le Centre 
(n=195), Potsdam et Prague et le Sud, Heraklion, Pampelune et Sofia (n=244). Le plus 
fort taux d’abandon a été observé dans les centres du Sud (24.9%) et le plus bas dans les 
pays d’Europe du Nord (13.3%). A la fin du LCD, les centres du Nord et du Centre ont 
atteint une plus grande diminution de la plupart des paramètres anthropométriques, à 
l’exception de la masse grasse qui a été plus réduite chez les participants des centres du 
Sud (-9.5% vs -11.8%, respectivement, p=0.017) 
Une autre étude de Papadaki et al.  
76
 parue très récemment a étudié les effets du 
programme DiOGenes sur l’amélioration du syndrome métabolique chez 342 patients. 
Après le LCD, la prévalence du syndrome métabolique est passée de 33.9% à 15.9% et le 
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score de syndrome métabolique s’est amélioré. Après le WMD, ni l’index glycémique ni 
la teneur en protéines n’affecte le syndrome métabolique mais lors d’une diète combinant 
un index glycémique bas et un contenu en protéines élevé est légèrement plus bénéfique 
sur le syndrome métabolique. 
Dans une étude de Göbebakan et al. 
77, l’objectif était d’étudier les effets du LCD et de la 
composition de la diète variant selon la teneur en protéine et l’index glycémique durant le 
WMD sur l’évolution de la C-reactive protein (CRP), représentant le niveau 
d’inflammation de bas grade, souvent observé chez les patients obèses ou en surpoids. 
Durant le LCD, la CRP plasmatique a diminué de 1.15 mg/l en moyenne. Durant le 
WMD, en analyse en intention de traiter, la CRP a encore diminué de 0.46 mg/l dans les 
groupes assignés aux diètes avec index glycémique bas par rapport aux groupes à index 
glycémique haut. Dans les groupes assignés à des diètes hypoprotidiques, une plus grande 
diminution de 0.25 mg/l de la CRP que dans les groupes à diètes hyperprotidiques a été 
observée, tandis que le profil lipidique et la pression artérielle n’étaient pas affectés. 
v. Les aspects comportementaux/psychologiques 
Comme nous l’avons vu, l’étude DiOGenes a donné lieu à de nombreux questionnaires 
psychologiques et comportementaux. Une seule étude rapporte ces investigations. Il s’agit 
de celle de McConnon A et al. 
78
 qui étudie l’impact de variables de la théorie du 
comportement planifié sur la reprise pondérale chez les patients de DiOGenes. La Théorie 
du Comportement Planifié (TCP) a été proposée, dans les années 80, par Icek Ajzen et 
Fishbein comme une amélioration de la Théorie de l’action raisonnée. La TCP vise à 
expliquer ou infléchir les comportements à partir de questions comme leur lien avec les 
attitudes, le sentiment d’auto-efficacité et les normes sociales.  
Elle postule que le comportement humain, pour être effectif, doit d’abord être 
décidé/planifié, d’où le nom de théorie du comportement planifié. De plus pour être 
décidé, trois types de facteurs sont nécessaires : 
 Des jugements sur la désirabilité du comportement et de ses conséquences (attitudes 
par rapport au comportement). 
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 Des considérations sur l’influence et l’opinion des proches sur le comportement (les 
normes sociales). 
 Des croyances sur la capacité du sujet à réussir le comportement (auto-efficacité). 
Dans cette étude, des analyses de régressions et de corrélations ont été utilisées pour 
étudier les relations entre les variables de la TCP et la reprise de poids à chaque CID. 
La TCP explique jusqu’à 27% de la variance des attentes (expectation), 14% de 
l’intention (intention) et 20% des scores de désir (volonté). 
La nécessité perçue (perceived need) et la norme subjective (subjective norm) sont 
retrouvées être significativement associées à la reprise de poids, mais le modèle 
n’explique que 11% de la variabilité de la reprise de poids.  
vi. Transcriptomique du tissu adipeux  
Le profilage de l’expression des gènes du tissu adipeux offre la possibilité d’identifier des 
aspects insoupçonnés des processus métaboliques et sécrétoires de nombreux tissus, y 
compris le tissu adipeux (voir paragraphe suivant). 
Dans l’étude de Marquez-Quinones et al. 79, il s’agissait d’expliquer les différences de 
changement de poids durant la phase WMD chez 44 femmes par les différences 
d’expression génique dans le TA durant la phase WMD. Il fallait donc dans ce cas tenir 
compte de l’apport calorique et du type de diète qui différaient durant cette phase du 
protocole. Après analyse, les différences d’expression génique dans le tissu adipeux entre 
les femmes qui reprenaient du poids et celles qui en perdaient étaient davantage dues aux 
variations du poids que la composition de la diète en macronutriments.  
Il a été observé que l’expression des gènes impliqués dans les processus de croissance et 
prolifération cellulaire, le fonctionnement et l’entretien cellulaire est augmentée chez les 
femmes qui ont repris du poids par rapport aux autres individus. Au contraire, 
l’expression des gènes impliqués dans la phosphorylation oxydative mitochondriale est 
augmentée chez les individus ayant maintenu leur perte de poids. Les auteurs précisent 
que si les gènes impliqués dans les processus d’inflammation et de prolifération cellulaire 
sont up-régulés chez les sujets qui n’ont pas réussi à maintenir leur perte de poids, 
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l’expression de gènes codant pour des protéines associées à la fonction mitochondriale est 
diminuée. S’il n’est pas encore clairement établi que la diminution d’expression des gènes 
mitochondriaux observés chez les femmes reprenant du poids soit une cause ou une 
conséquence du gain de poids, ces résultats mettent en évidence un lien entre un 
dysfonctionnement mitochondrial et le phénomène de reprise de poids après arrêt d’une 
restriction alimentaire. 
Des hypothèses ont alors été émises pour essayer d’expliquer le rôle du tissu adipeux dans 
le contrôle les changements de poids pendant et après une restriction calorique.  
L’étude de Mutch et al. parue en 2011 80 dans l’American Journal of Clinical Nutrition, 
cherchait à savoir si les changements d’expression génique dans le tissu adipeux sous 
cutané pendant le LCD pouvait être utilisés pour différencier les femmes qui arrivaient à 
maintenir le poids perdu durant la phase de maintien pondéral (WMD), de celles qui n’y 
parvenaient pas et reprenaient du poids. Vingt femmes ont été sélectionnées dans chaque 
groupe. Dans le groupe « reprise de poids », les femmes reprenaient entre 50 et 100% du 
poids perdu, tandis que celles du groupe « maintien du poids » ne reprenaient qu’entre 0 
et 10% du poids perdu. 
L’étude de l’expression des gènes dans le tissu adipeux sous-cutané a révélé que, dans les 
2 groupes de patientes, le LCD s’est accompagné d’une diminution de l’expression des 
gènes impliqués dans la biosynthèse des acides gras insaturés tels que la fatty acid 
desaturase 1 et 2 (FADS1 et FADS2) et stearoyl co A desaturase (SCD1), ainsi qu’une 
diminution de l’expression de gènes reliés aux voies ribosomales, et une diminution de 
l’expression de gène de la phosphorylation oxydative.  
De façon intéressante, 94 gènes ont été régulés de façon opposée entre les 2 groupes 
pendant le LCD. Le LCD a résulté en une augmentation de l’expression de gènes de la 
phosphorylation oxydative mitochondriale, de l’apoptose et de la voie de signalisation de 
la protéine p53 dans le groupe « maintien du poids » et pas dans le groupe « reprise de 
poids ». Plusieurs gènes impliqués dans les fonctions d’adhésion étaient surexprimés dans 
le groupe « reprise de poids » et sous exprimés dans le groupe « maintien du poids » : ce 
sont les gènes catenin β1 (CTNNB1), fibronectin 1 (FN1), mitogen-activated protein 
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kinase 1 (MAPK1), protein tyrosine kinase 2 (PTK2), β-actin (ACTB), et caveolin 1 
(CAV1). 
Une analyse de réseau des métabolites catalysés par les enzymes correspondant aux gènes 
différentiellement régulés entre les femmes qui reprennent du poids et celles qui en 
perdent a été réalisée. Un pattern de métabolites unique au groupe « maintien du poids » a 
été mis en évidence : ce sont des métabolites en lien avec le métabolisme des acides gras, 
le cycle du citrate, et la phosphorylation oxydative. La majorité d’entre eux avait déjà été 
identifiée par Capel et al. 
81
. 
Bien que les résultats de cette étude (la variation d’expression d’un profil de gènes durant 
la phase de restriction) soient présentés comme des outils de prédiction du maintien du 
poids durant la phase WMD, il ne s’agit pas à proprement parlé de prédiction : les 
changements d’expression génique observés sont associés, accompagnent les 
changements nutritionnels. C’est un processus dynamique et non un état basal prédictif 
des changements de poids.  
 
Le protocole DiOGenes a ainsi permis des investigations très variées, des plus classiques 
aux plus sophistiquées (transcriptomique, protéomique). 
 
4. Contribution des approches de « omiques » à la physiopathologie de l’obésité 
 
Comme nous l’avons vu, l’une des grandes richesses du programme DiOGenes est d’avoir permis 
de réaliser des biopsies de tissu adipeux sous cutané abdominal à chaque journée d’investigation 
clinique chez  les adultes : en basal (juste avant que ne commence la phase LCD), à la fin des 8 
semaines de LCD, et au bout des 6 mois de WMD. DiOGenes offre donc l’opportunité unique 
d’étudier les profils d’expression des gènes par des approches de transcriptomique (puces à ADN, 
notamment) durant le protocole de restriction suivi de la phase du maintien du poids.  
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Il existe différents types de omiques : transcriptomique, protéomique, métabolomique, 
lipidomique…. Puisque ces technologies ont la particularité de passer au crible des milliers de 
molécules (protéines, transcrits, lipides…) simultanément, elles permettent souvent de mettre à 
jour de nouvelles voies.  
Dans le cadre du tissu adipeux, la transcriptomique est privilégiée car il n’est pas nécessaire 
d’avoir de grandes quantités de tissu pour faire des puces à ADN : ainsi, à partir d’une quantité de 
50 mg à 2g de tissu adipeux sous cutané abdominal (prélevé à l’aiguille), il est possible de 
recueillir les 200 ng d’ARN requis pour faire des puces à ADN. Les analyses de protéomique, en 
comparaison, requièrent plus de matériel. 
Nous nous attacherons donc à décrire les données de transcriptomiques dans le tissu adipeux 
humain.  
En complément de la génétique, l’étude du transcriptome permet d’étudier différents aspects de la 
pathologie du tissu adipeux. Tout d’abord, elle permet de détailler les différentes étapes de la 
différenciation adipocytaire. Nous ne nous attarderons pas sur ces aspects car ils ont été décrit 
essentiellement chez la souris ou dans des lignées adipocytaires de souris (3T3L1) ou humaine 
(hMADS). Ensuite, par cette approche, il est possible de comparer les différences d’expression de 
gènes entre les différents territoires adipeux, le tissu adipeux de sujets obèses, insulinorésistants 
ou diabétiques et sains. Enfin, l’effet de différents traitements peut être étudié : restriction 
calorique, chirurgie bariatrique, hormones, médicaments, toxines environnementales, adipokines. 
a. Tissu adipeux des sujets minces et obèses 
Le statut inflammatoire de bas grade du tissu adipeux de patients obèses a été montré chez 
l’homme lors de la première analyse exhaustive des gènes du tissu adipeux reliés à 
l’inflammation 82, 83. D’autres analyses du transcriptome sur les fractions adipocytaire et 
stromale isolées du tissu adipeux ont montré que cette signature inflammatoire réside dans 
la fraction stroma vasculaire 
84
.  
La notion de fibrose du tissu adipeux chez les individus obèses est plus récente et a 
également émergé d’analyses de trancriptome chez l’homme 85, montrant une signature 
importante de la matrice extracellulaire accompagnant l’obésité. Les changements de la 
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composition de la matrice extracellulaire se traduisent par une fibrose du tissu adipeux, 
dont l’impact physiopathologique sur les complications de l’obésité reste mal connu. On 
peut toutefois imaginer que sa diminution pourrait permettre une amélioration des 
fonctions métaboliques du tissu adipeux.  
b. Localisation anatomique du tissu adipeux 
Comme nous le détaillerons plus loin, l’accumulation de tissu adipeux viscéral a été 
associée au syndrome métabolique et à l’augmentation du risque de développer un diabète 
de type 2 et les maladies cardiovasculaires. La quantité de macrophages du tissu adipeux 
est notamment plus importante dans le dépôt viscéral et montre une corrélation positive 
avec la glycémie, l’insulinémie et un score de lésion fibro-inflammatoire hépatique 86.  
Les dépôts viscéral et sous-cutané de femmes d’IMC croissant et présentant ou non un 
syndrome métabolique ont été comparés par des analyses de puces à ADN 
87
. Malgré une 
différence d’expression des transcrits entre les deux dépôts, le dépôt sous-cutané est aussi 
représentatif du syndrome métabolique que le tissu adipeux viscéral. Les gènes 
préférentiellement exprimés en cas de syndrome métabolique et lorsque l’IMC est élevé 
sont des gènes de la réponse immunitaire et de l’inflammation. Les gènes du métabolisme 
lipidique sont moins exprimés lorsque l’IMC augmente 87. Ces données suggèrent qu’un 
ralentissement métabolique pourrait favoriser une réponse inflammatoire dans le tissu 
adipeux au cours de l’obésité.  
c. Profil d’expression génique du tissu adipeux lors d’interventions nutritionnelles 
Comme nous l’avons vu plus haut dans le protocole DiOGenes, l’étude du transcriptome 
du tissu adipeux a permis une nouvelle vision des liens possibles entre l’excès de masse 
grasse et ses complications. La réduction pondérale, qu’elle soit d’origine chirurgicale 82 
ou par restriction calorique 
81, 83
, diminue la signature inflammatoire du tissu adipeux et le 
nombre de macrophage dans le tissu et s’accompagne d’une augmentation d’expression 
de facteurs anti-inflammatoires et d’une amélioration du profil métabolique 81-83. La 
restriction calorique s’accompagne d’une diminution de l’expression des gènes du 
métabolisme lipidique 
81
, particulièrement celui des acides gras polyinsaturés, comme la 
SCD1 (stearoyl CoA  desaturase) et induit l’expression d’un gène clé de la gouttelette 
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lipidique CIDEA (cell death-inducing DFFA-like effctor a) 
88
. Nous avons abordé, dans 2 
études ancillaires de DiOGenes de transcriptomique 
79, 80, les changements de l’expression 
des gènes lors des phases de restriction et de suivi du poids, lorsque l’alimentation 
redevenait ad libitum (cf paragraphe 3 b vi). 
Ainsi, choisir les approches de « omiques » dans le cadre de la recherche clinique permet 
d’appréhender, de façon globale et exhaustive, toute la complexité des adaptations se 
produisant lors d’une action thérapeutique donnée (ici la restriction calorique) dans un 
système donné (ici le tissu adipeux). 
 
5. Le tissu adipeux : un tissu clé du contrôle pondéral  
Le tissu adipeux est le principal site de stockage et de mobilisation des lipides. Il contient plus de 
95 % des lipides de l’organisme stockés sous forme de triglycérides. Moins de 0,1 % des lipides 
de l’organisme sont présents dans le plasma. La perte de poids conduit à une diminution du 
volume adipocytaire sans modification du nombre d’adipocytes 89. 
Le métabolisme lipidique du tissu adipeux consiste principalement au stockage des lipides sous 
forme de triglycérides, d’une part et à la mobilisation des acides gras lors d’une restriction 
calorique d’autre part. La mobilisation des réserves énergétiques se fait par la lipolyse, c’est-à-
dire l’hydrolyse des triglycérides en acides gras et glycérol. Une partie des acides gras libérés par 
la lipolyse est délivrée aux organes utilisateurs sous forme d’acides gras liés à l’albumine 
plasmatique. La lipolyse est une fonction très spécifique du tissu adipeux : il n’existe pas d’autre 
tissu capable de fournir à court ou à long terme des quantités notables d’acides gras. Dans le foie, 
les acides gras pourront être utilisés pour former de nouveaux triglycérides ou des molécules de 
VLDL (Very-low-density lipoprotein). Une autre partie des acides gras libérés pas la lipolyse (30 
à 70 %) est ré-estérifiée au sein de l’adipocyte, lipolyse et ré-estérification sont couplés dans les 
cellules adipeuses 
90. La quantité d’acides gras libérée par le tissu adipeux n’est donc pas le reflet 
de la lipolyse.  





Figure 3 : Vue d’ensemble du métabolisme lipidique et glucidique de l’adipocyte blanc 
humain. GLUT1/4 : glucose transporteur 1/4, DHAP : dihydroxy acétone phosphate, GK : 
glycérol kinase, PCK1 : Phosphoénol pyruvate carboxykinase, PDH : pyruvate 
déshydrogénase, PDK4 : pyruvate déshydrogénase kinase 4, ACSL : acyl-Coenzyme A 
synthase longue chaîne, LHS : lipase hormono sensible, ATGL : adipose triglyceride 
lipase, MAG : monoacyl glycérol, DAG : diacyl glycérol, TAG : triacyl glycérol, CPT1b : 
carnitine palmitoyl transférase 1b, DGAT : diacyl glycérol acyltransférase. 
a. Synthèse des triglycérides 
La synthèse des triglycérides est réalisée à partir d’acides gras et de glycérol-3-phosphate. 
Le glycérol-3-phosphate est produit à partir du glucose dans la première étape de la 
glycolyse, ou à partir de la néoglycérogenèse (c’est-à-dire la production de glycérol-3-
phosphate à partir de substrats tels que le pyruvate, le lactate ou certains acides aminés) 
ou encore par phosphorylation du glycérol par la glycérol kinase. Les acides gras utilisés 
pour la lipolyse sont soit synthétisés directement dans l’adipocyte à partir de substrats non 
lipidiques (lipogenèse de novo) soit captés par l’adipocyte depuis la circulation sanguine. 
Les acides gras présents dans la circulation sanguine proviennent eux-mêmes de 
différentes sources : l’alimentation ou la synthèse de novo dans le foie. 
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i. Provenance et captage des acides gras 
La digestion des triglycérides présents dans les aliments par les sels biliaires et les sucs 
pancréatiques aboutit à la libération d’acides gras et de monoglycérides regroupés sous 
forme de micelles. L’absorption de ces molécules a lieu dans l’intestin. L’association 
d’acides gras transformés en Acyl-CoA par l’Acyl-CoA synthase avec les monoglycérides 
permet de former de nouveaux triglycérides, regroupés dans des chylomicrons. Ces 
chylomicrons sont la forme de transport des triglycérides issus de l’alimentation. 
Les triglycérides issus de la circulation sanguine peuvent également provenir du foie. 
L’association de deux acides gras synthétisés dans le foie par lipogenèse de novo avec une 
molécule de glycérol permet de former un nouveau triglycéride. Ils sont ensuite libérés 
sous forme de VLDL dans la circulation sanguine. Il a été estimé que l’alimentation 
fournissait environ 80 g de lipides par jour et la lipogenèse hépatique, environ 1g 
91
. 
Les acides gras utilisés par les adipocytes pour la synthèse de triglycérides proviennent 
donc en grande majorité du plasma, dans lequel ils circulent sous forme d’acides gras 
nonestérifiés liés à l’albumine ou sous forme de triglycérides transportés sous forme de 
VLDL s’ils proviennent du foie ou de chylomicrons s’ils proviennent de l’alimentation.  
L’hydrolyse des triglycérides transportés sous forme de lipoprotéines est réalisée par la 
lipoprotéine lipase et permet la libération de glycérol et d’acides gras. La lipoprotéine 
lipase est synthétisée précocement lors de la différenciation adipocytaire, mais 
l’acquisition de l’activité enzymatique nécessite plusieurs processus de maturation 92.  
Les lipoprotéines lipases sont synthétisées et sécrétées par les adipocytes. Elles se fixent à 
la surface des cellules endothéliales des capillaires par interactions avec des 
glycosaminoglycanes. Les chylomicrons, possédant des domaines chargés positivement 
vont se fixer aux glycosaminoglycanes de la membrane chargés négativement. Une 
protéine, la glycophosphatidylinositol-anchored high-density lipoprotein-binding protein 
1 (GPIHBP1), localisée dans la région baso-latérale des cellules endothéliales des 
capillaires du tissu adipeux, du cœur et du muscle squelettique joue un rôle essentiel dans 
la transcytose de la lipoprotéine lipase et le processus d’accostage des chylomicrons. La 
GPIHBP1 stabilise la lipoprotéine lipase et empêche son inhibition par des protéines 
apparentées à l’angiopoïétine 93. L’hydrolyse des triglycérides aboutit à la formation 
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d’acides gras qui une fois libérés vont pénétrer dans les adipocytes par diffusion simple 
ou grâce à des transporteurs spécifiques : CD36 (Cluster of differenciation), Fatty Acid 
Translocase Protein ou encore Fatty Acid Binding Protein plasma membrane. Les acides 
gras, une fois entrés dans le cytoplasme, sont estérifiés en acylcoenzyme A par l’acyl-coA 
synthase. 
ii. Lipogenèse de novo adipocytaire 
Nous avons vu que les acides gras permettant la synthèse de triglycérides dans le tissu 
adipeux provenaient majoritairement de la circulation sanguine. Une petite quantité 
d’acides gras est également synthétisée directement dans le tissu adipeux : ils sont issus 
de la lipogenèse de novo. 
Chez les mammifères, la lipogenèse de novo a lieu principalement dans le foie, le tissu 
adipeux et dans les glandes mammaires pendant la lactation. Chez le rat et les petits 
animaux, elle est majoritaire dans le tissu adipeux lorsqu’ils sont soumis à une nourriture 
riche en glucides et pauvre en lipides. 
Dans l’espèce humaine, la lipogenèse de novo hépatique est majoritaire ; son rôle dans le 
tissu adipeux est mineur dans des conditions physiologiques, bien que les enzymes et les 
facteurs de transcription de cette voie sont exprimées dans l’adipocyte  94. 
La contribution de la synthèse de novo des acides gras dans l’accumulation des 
triglycérides dans l’adipocyte humain est très controversée. Puisque la lipogenèse est 
induite par un régime riche en glucides, plusieurs équipes ont étudiés les changements des 
flux lipogéniques dans le foie et le tissu adipeux d’individus assignés à ce type de diète. 
Les résultats étaient contradictoires d’une étude à l’autre : certaines études montrent bien 
que la lipogenèse de novo est plus active dans le foie que dans le tissu adipeux, mais que 
son activité dans le tissu adipeux n’est pas stimulée par la diète riche en glucides 95. 
D’autres études montrent au contraire qu’une diète hypercalorique hyperglucidique chez 
des sujets en bonne santé induit une activation de la lipogenèse totale (foie plus tissu 
adipeux) et que cette augmentation ne pouvait être expliquée que par une augmentation de 
la lipogenèse de novo dans le tissu adipeux 
96
. De la même manière, une autre étude plus 
récente a montré que la lipogenèse de novo dans le tissu adipeux humain et le niveau 
d’expression du gène codant la synthase des acides gras (FASN), enzyme clé de cette 
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voie, étaient accrues par la prise énergétique et l’accumulation de lipides 97. Inversement, 
au cours d’une restriction calorique FASN et d’autres enzymes dans la continuité de cette 
voie, les désaturases (Δ9 désaturase SCD1, Δ5 et Δ6 désaturases, FADS1 et FADS2, 






La SCD (ou stéaroyl CoA  desaturase) est une enzyme responsable de la synthèse des 
acides gras mono-insaturés, elle est hautement exprimée dans le foie et l’adipocyte chez 
l’homme.  
La lipogenèse de novo et l’activité de la SCD sont intimement liées. L’activité de la SCD 
est très difficile à mesurer directement chez l’homme, elle est plus généralement estimée 
grâce au ratio entre le produit de l’enzyme et son substrat (habituellement 18 : 1 n-9/18 : 0 
ou 16 : 1 n-7/16 : 0) 
98
. Cette enzyme est d’un intérêt particulier pour notre problématique 
car les souris KO-SCD1 sont protégées contre l’obésité induite par une diète 
hyperlipidique 
99
. Chez l’homme, la concentration en C18 : 1 n-9 (acide oléique) 
plasmatique est positivement corrélée à une hypertriglycéridémie, l’obésité abdominale et 
l’obésité 100.  




iii. Régulation de la lipogénèse de novo dans le tissu adipeux : le rôle clé de 
ChREBP et SREBP1c, lien avec la sensibilité à l’insuline  
La lipogenèse de novo nécessite la présence de molécules glucidiques. Dans les 
adipocytes, l’entrée du glucose via les transporteurs de glucose  GLUT4 constitue l’une 
des étapes limitantes de ce processus. Une fois dans la cellule, le glucose est transformé 
en pyruvate. 
Celui-ci va ensuite être transformé en acétyl-CoA dans les mitochondries puis après 
transfert dans le cytoplasme, l’acétyl-CoA va être carboxylé par l’acétyl-CoA carboxylase 
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(ACC) et devenir du malonyl-CoA. La polymérisation du malonyl-CoA conduit à la 
formation d’Acyl-CoA 92.  
L’insuline stimule la captation du glucose dans le tissu adipeux via le transporteur de 
glucose GLUT4. Les modifications de l’expression de GLUT4 ou de sa fonction 
déterminent la sensibilité à l’insuline des tissus. Lors du développement du diabète, très 
précocement, on observe une dérégulation du GLUT4 au niveau du tissu adipeux alors 
que cette diminution de GLUT4 n’a pas encore lieu au niveau du muscle qui est pourtant 
l’organe majeur de captation du glucose stimulée par l’insuline (101. 
L’insuline et le glucose agissent de façon synergique dans le contrôle de l’expression des 
enzymes lipogéniques. Les effets du glucose sont transmis par le facteur de transcription 
ChREBP (carbohydrate-responsive-elemenbinding protein) et les effets de l’insuline par 
SREBP1c (Sterol Regulatory Element-Binding Proteins 1c) dans l’adipocyte humain 102. 
L’équipe de Barbara Kahn, à Boston, s’est intéressée à cet élément de réponse aux 
hydrates de carbone ChREBP. Il régule la lipogenèse de novo et la lipolyse et il est lui-
même régulé de façon importante par GLUT4 au niveau du tissu adipeux. ChREBP est un 
intermédiaire indispensable dans les effets de GLUT4 sur le métabolisme du glucose. La 
captation du glucose médiée par GLUT4 induit ChREBP qui active la lipogenèse de novo 
du tissu adipeux. Cette activation de la lipogenèse du tissu adipeux est associée à une 
amélioration de la sensibilité à l’insuline. 
Cette équipe a mis en évidence un nouveau mécanisme de la régulation par le glucose de 
ChREBP, c’est l’activation médiée par le glucose de l’isoforme canonique ChREBPα qui 
induit l’expression d’une nouvelle isoforme plus puissante, ChREBPβ qui est transcrite à 
partir d’un promoteur alternatif. C’est l’expression de ChREBPβ dans le tissu adipeux 
humain qui prédit l’insulinosensibilité 103. Ces résultats ont pu être corroborés dans des 
études de cohorte dans lesquelles a pu être mis en évidence un lien entre l’expression de 
ChREBPβ dans le tissu adipeux et la sensibilité à l’insuline chez l’homme. La première 
cohorte est celle d’adolescents obèses ayant une hyperglycémie à jeun dans laquelle une 
corrélation négative entre l’expression de ChREBPβ dans le tissu adipeux sous-cutané et 
l’indice de résistance à l’insuline (mesurée par Clamp) a été observée pour des individus 
de corpulence identique 
104
. De la même façon, une corrélation inverse entre l’expression 
de ChREBPβ dans le tissu adipeux viscéral de patients obèses de grade III et la résistance 
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à l’insuline a été mise en évidence 105. Dans ces 2 études, les corrélations sont nettes pour 
ChREBPβ mais pas pour l’isoforme α. Mais notons que dans l’étude de Herman et al., la 
sensibilité à l’insuline est corrélée positivement avec l’expression de ChREBPα et β. 
L’ensemble de ces études de cohortes présentées ici montrent une corrélation positive 
entre l’expression de ChREBP (et en particulier l’isoforme β) dans les tissus adipeux 
sous-cutanés et viscéraux de patients obèses et la sensibilité à l’insuline. 
 
Les SREBPs  sont des facteurs de régulation de la transcription qui contrôlent les gènes 
impliquées dans la synthèse des triglycérides et des acides gras via SREBP1 (a ou c) et la 
biosynthèse du cholestérol via SREBP2 
106. L’isoforme SREBP1a est très active et est 
surtout exprimée in vitro tandis que l’isoforme SREBP1c est moins active et est 
essentiellement exprimée in vivo. Les gènes cibles de SREBP1c incluent les gènes codant 
pour des enzymes limitantes de la lipogenèse de novo (acetyl-coA carboxylase (Acc), 
fatty acid synthase (Fas)) 
107
, de la désaturation des acides gras (Stéaroyl-coA désaturase 
1 (Scd1) 
108
 et de l’élongation (élongase 6 (Elovl 6)) 109. Le rôle de SREBP1c dans le 
contrôle de la lipogenèse adipocytaire humaine est encore mal connu.  
Ce qui est connu, c’est que l’expression de SREBP-1c dans le tissu adipeux de sujets 
obèses et diabétique de type 2, est plus faible que dans celui des sujets minces sains 
110-112
. 
De la même façon, des études de transcriptomique révèlent une diminution de 
l’expression de SREBP-1c dans le tissu adipeux de souris ob/ob et de souris obèses 
développant un diabète de type 2 
113, 114. Cette diminution d’expression de SREBP-1c est 
considérée comme la conséquence de la résistance à l’insuline. Ainsi, la perte de poids 
chez les patients obèses améliore la sensibilité à l’insuline et entraîne une élévation de 
l’expression de SREBP-1c dans le tissu adipeux 81, 115. 
 
iv. Synthèse des triglycérides 
Une fois activée en acyl-CoA, les acides gras sont stockés sous la forme de triglycérides. 
Deux voies métaboliques sont utilisées pour la synthèse des triglycérides. Dans 
l’adipocyte, la synthèse des triglycérides se résume à l’estérification successive des 
fonctions alcool du glycérol-3-phosphate par différentes enzymes, les glycérol-3-
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phosphate acyltransférases (GPAT). Elles sont enchâssées dans la membrane du réticulum 
endoplasmique. Elles existent sous différentes isoformes (GAPT1, GAPT2, AGAPT2, 




Pour conclure ce chapitre sur la synthèse des triglycérides, celle-ci est sous le contrôle 
majeur de l’insuline, hormone anabolique par excellence. La synthèse des triglycérides a 
donc plusieurs niveaux de contrôle insulinique : 
 L’expression et l’activation de la lipoprotéine lipase 
 L’augmentation du captage de glucose (via GLUT4) et des acides gras non 
estérifiés 
 La stimulation de la lipogenèse de novo et de l’estérification des acides gras 
pour la synthèse des triglycérides 
 
b. La lipolyse 
i. Principe et régulation 
La lipolyse consiste en l’hydrolyse des triglycérides : elle permet la libération d’une 
molécule de glycérol et de trois molécules d’acides gras. Elle met en jeu 3 lipases : la 
lipase hormono-sensible (LHS) et l’adipose triglyceride lipase (ATGL), et la lipase des 
monoglycérides (LMG) qui sont responsables de l’hydrolyse séquentielle et complète des 
triglycérides stockés dans les gouttelettes lipidiques de la cellule adipeuse. L’étape 
limitante de la lipolyse implique l’ATGL qui hydrolyse la première liaison des 
triglycérides et génère des diacylglycérols et des acides gras non estérifiés. La LHS peut 
hydrolyser les triglycérides, les diacylglycérols, les monoacylglycérols ainsi que des 
esters de cholestérol et des rétinyl-esters. La LMG assure l’hydrolyse terminale des 
monoacylglycérols dans l’adipocyte 117. 
Elle est principalement régulée par les catécholamines (adrénaline et noradrénaline) et les 
peptides natriurétiques qui l’activent, et l’insuline qui l’inhibe. L’insuline et les 
catécholamines régulent l’activité de la LHS en modulant les concentrations 
intracellulaires en AMPc (adénosine monophosphate cyclique). Les catécholamines 
provoquent l’augmentation intracellulaire en AMPc, ce qui entraîne une activation de la 
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protéine kinase A et donc une augmentation de la phosphorylation de la LHS, ainsi 
activée. L’insuline est l’hormone antilipolytique la plus puissante. Elle inhibe la lipolyse 
en stimulant l’activité de la phosphodiestérase 3B qui dégrade l’AMPc.  
En dehors des systèmes majeurs de régulation de la lipolyse cités ci-dessus, plusieurs 
facteurs antilipolytiques agissent via la stimulation de  récepteurs à 7 domaines 
transmembranaires couplés aux protéines G inhibitrices conduisant à une diminution de 
l’AMPc et donc à une inhibition de la lipolyse 118. Parmi ceux-ci, on peut citer la 
prostaglandine E2. Celle-ci est produite par l’adipocyte et pourrait donc représenter une 
contre-régulation physiologique de la lipolyse. Synthétisée par une phospholipase A 
spécifique de l’adipocyte, régulée par l’insuline ou l’alimentation, la prostaglandine E2 se 
lie à un récepteur EP3 et exerce un effet antilipolytique 
119
. 
Le récepteur GPR109A est impliqué dans les effets antilipolytiques de l’acide nicotinique 
et qui est également activé par un corps cétonique, le 3-hydroxybutyrate, alors qu’un 
récepteur apparenté, le GPR109B, est activé par le 3-hydroxyoctanoate. Le récepteur 




ii. Mobilisation préférentielle des acides gras 
 
Des travaux de Raclot et al. ont montré que certains acides gras étaient plus facilement 
hydrolysables selon leur structure moléculaire 
121. C’est le cas, notamment, de C20 : 5, n-
3 et C20 : 4, n-6 qui sont les 2 acides gras polyinsaturés les plus mobilisables et qui sont 
des précurseurs d’eicosanoïdes qui pourront affecter localement la lipolyse, la 





iii. La lipolyse chez le sujet obèse 
 
Comme nous le verrons un peu plus loin, la concentration plasmatique des acides gras non 
estérifiés à jeun n’est pas relié à l’IMC 122. A jeun, les acides gras non estérifiés 
proviennent quasi exclusivement de l’hydrolyse des triglycérides au sein de la 
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l’adipocyte. Chez l’homme obèse, l’absence d’augmentation des acides gras plasmatiques 
est partiellement expliquée par une diminution de la production d’acides gras issus du 
tissu adipeux sous-cutané. La majorité des acides gras provient de ce dépôt. Une altération 
de la lipolyse induite par les catécholamines dans le tissu adipeux sous-cutané est un trait 
caractéristique des sujets obèses 
123
. Cette résistance à la lipolyse a été reliée à des 
dysfonctionnements de la cascade lipolytique à de multiples niveaux. Des défauts 
d’expression de la lipase hormono-sensible, de l’ATGL, des récepteurs béta-
adrénergiques, des périlipines, ou de la sous-unité régulatrice de la protéine kinase A ont 
été décrits chez les sujets obèses. Le relargage des acides gras non-estérifiés à partir du 
tissu adipeux n’est pas déterminé uniquement par la lipolyse mais également par le flux 
sanguin du tissu adipeux qui facilite le transport des acides gras et du glycérol. Le flux 
sanguin du tissu adipeux est diminué dans l’obésité et est l’un des facteurs contribuant à la 




6. Obésité, résistance à l’action de l’insuline, acides gras 
 
La résistance à l’action de l’insuline est une complication classique du surpoids abdominal et de 
l’obésité. Pourtant (et heureusement !), tous les patients obèses ne sont pas insulino-résistants et 
tous les patients obèses résistants à l’action de l’insuline ne sont pas diabétiques de type 2.  
La prévalence de la résistance à l’insuline a été évaluée, il y a plus de 15 ans maintenant, chez des 
patients normoglycémiques du registre EGIR (The European Group for the Study of Insulin 
Resistance) 
124
, par la technique du clamp euglycémique hyper insulinémique. Dans cette étude, 
la résistance à l’insuline était présente chez 19% des patients en surpoids (IMC compris entre 25 
et 30 kg/m²), chez 34% des patients obèses de grade I (IMC compris entre 30 et 35 kg/m²), et 
chez 60% des patients obèses de grade II et plus (IMC supérieur à 35 kg/m²). 
Il existe donc plusieurs phénotypes de patients obèses et notamment, des patients obèses 
métaboliquement sains. La définition de ce concept n’est pas évidente et il n’y a pas de 
terminologie ou de méthode standardisée permettant de les identifier en pratique clinique ou en 
recherche 
125
. Bien entendu, l’absence d’anomalie métabolique telle que : l’intolérance au 
glucose, le diabète de type 2, la dyslipidémie ou l’hypertension artérielle et les pathologies 
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cardiovasculaires chez un individu obèse, est requise pour définir le concept. Certaines équipes 
ont tenté de caractériser plus finement ces sujets grâce au clamp clamp euglycémique hyper 
insulinémique 
126, 127
. Mais cet outil n’a pas été vraiment discriminant dans ces études. La 
prévalence de l’obésité métaboliquement saine se situe entre 10 et 35 % selon les études, utilisant 
différentes approches, lorsque l’obésité est définie grâce à l’IMC 125. 
 
La résistance à l’insuline associée à l’obésité semble dépendre de 2 grands mécanismes : 
 La dérégulation des capacités d’« expandabilité » du tissu adipeux, c’est-à dire la capacité 
à stocker des lipides 
 Une production anormale d’adipokines 128 ou d’adipocytokines : nous n’allons 
malheureusement pas développer ce deuxième point et développer le premier. 
 
a. L’hypothèse d’ « expandabilité » du tissu adipeux  
 
La quantité de tissu adipeux viscéral (ou intra-abdominal) est associée à la résistance à 
l’insuline. Ceci est retrouvé chez les sujets obèses adultes 129 et les adolescents 130. 
L’association entre tissu adipeux viscéral et insulino-résistance a longtemps été 
considérée comme ayant un lien de cause à effet. Cette localisation intra abdominale de la 
graisse est en effet associée à une augmentation des acides gras libres dans le sang, 
surtout en post-prandial, où le taux normal serait multiplié par 3 
131
. Ce tissu adipeux 
viscéral est supposé avoir une activité métabolique, et notamment lipolytique, plus 
importante que le tissu adipeux sous cutané abdominal 
132. L’hypothèse a donc été émise 
que les acides gras libres issus de la forte activité lipolytique du tissu adipeux viscéral 
soient déversés en excès dans la veine porte, favorisant l’accumulation de lipides au 
niveau du foie qui, lui-même exporte dans la circulation les triglycérides en excès sous 
forme de VLDL. L’hydrolyse de ces VLDL par la lipoprotéine lipase endothéliale 
favorise alors le dépôt lipidique en intramusculaire. Selon cette hypothèse, ce serait le fait 
de stocker les lipides dans le tissu adipeux viscéral qui serait à l’origine de la résistance à 
l’insuline. Mais cette théorie est depuis quelques années remise en question  122. Dans 
cette revue Karpe et al. montrent que la concentration en acides gras non estérifiés 
plasmatique n’est pas reliée à la quantité de masse grasse et que tant que le tissu adipeux 
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« s’expand », le relargage d’acides gras non estérifiés (par kg de tissu) est diminué et non 
augmenté. 
Maintenant cette hypothèse  de la capacité d’expansion du tissu adipeux et des dépôts 
ectopiques de graisse semble bien reconnue : tant qu’un individu peut stocker les lipides 
dans le tissu adipeux sous-cutané, il n’y a pas de dépôt ectopique de lipides et donc de 
complications métaboliques 
133
. Lorsque les capacités de stockage sont dépassées, Le 
surplus d’acides gras va se déposer dans le tissu adipeux viscéral, le foie et le muscle, 
conduisant au syndrome métabolique. L’une des plus marquantes illustrations est que 
dans un modèle murin sur exprimant l’adiponectine dans le tissu adipeux sur un fond 
génétique ob/ob (KO pour le gène de la leptine), ces souris ont un poids supérieur de 50% 
à des souris ob/ob « classiques ». Ces souris sont sensibles à l’insuline et elles n’ont pas 
de dépôt ectopique de graisse dans le foie 
134
. 
Le premier « signe » de la dysfonction du tissu adipeux pourrait être l’hypertrophie 
adipocytaire puisque les adipocytes de grande taille sont plus résistants à l’action de 
l’insuline et produisent des cytokines plutôt pro-inflammatoires 135. 
Les capacités de stockage de l’adipocyte sont sous premier contrôle de la lipoprotéine 
lipase qui, comme vu plus haut, hydrolyse les triglycérides des chylomicrons de 
l’alimentation. Tant que l’activité de la lipoprotéine lipase est efficace, et que la voie de la 
synthèse des triglycérides  est normale, il n’y a pas de dépôt ectopique de lipides 92. Un 
autre mécanisme putatif pouvant expliquer le défaut de stockage des lipides est la 
lipogenèse de novo. Nous avons longuement parlé de la controverse qui existe à propos de 
sa contribution réelle dans le stockage des triglycérides dans le tissu adipeux humain. Le 
groupe de Roberts et al. a montré que l’expression des enzymes lipogéniques  et des 
produits finaux de la lipogenèse (acides palmitique et stéarique) dans le tissu adipeux de 
sujets sains étaient inversement corrélée avec la taille des adipocytes 
136
. Or il y a 
également une association forte entre les adipocytes de petite taille et la sensibilité à 
l’insuline indépendamment de l’IMC 136. Mais ce lien n’est pas retrouvé forcément dans 
toutes les études 
137
. Cette hétérogénéité peut être expliquée par la grande variabilité de la 




b. Sensibilité à l’insuline et acides gras 
 
La qualité des acides gras issus de l’alimentation d’un individu peut affecter la sensibilité 
à l’insuline 138. Les acides gras polyinsaturés d’origine végétale ont été reliés à une 
amélioration de la sensibilité à l’insuline et à un risque réduit de diabète de type 2 139 
tandis que les acides gras trans et saturés ont été associés à des effets délétères sur la 
sensibilité à l’insuline 139, 140. L’acide linoléique  (C18 : 2 n-6) a été reliée à une 
amélioration du métabolisme du glucose 
141
. 
La composition en acides gras du tissu adipeux est un bon reflet des apports alimentaires 
en acides gras sur le long terme 
98
. Comme le turn over des acides gras dans le tissu 
adipeux est lent, sa composition reflète les apports alimentaires datant de 6 mois à 2 ans 
98
. Ainsi, dans une étude de Iggman et al., la composition en acides gras du tissu adipeux a 
été déterminée chez 795 hommes âgés de 71 ans en moyenne. Une sur-représentation de 
l’acide palmitique et une déplétion en acides gras polyinsaturés essentiels sont associés à 
une résistance à l’insuline (mesurée par clamp euglycémique hyperinsulinique) 142. 
 
Ainsi, la dysfonction du tissu adipeux semble être à l’origine des anomalies métaboliques 
observées. Ce concept fait envisager une nouvelle approche dans le traitement de 
l’obésité : cibler non seulement la balance énergétique mais aussi la dysfonction du tissu 
adipeux pourrait être une nouvelle stratégie pour prévenir ou traiter la résistance à 







Les grands objectifs de cette thèse étaient, lors d’un programme d’intervention diététique de 
restriction calorique suivi d’une phase de maintien du poids chez des individus obèses 
(DiOGenes), de comprendre : 
- Comment la perte de poids et certains facteurs clinico-biologiques et génétiques 
peuvent impacter l’expression de gènes du tissu adipeux sous-cutané 
- Les adaptations géniques et lipidomiques du tissu adipeux sous-cutané 
- Savoir si les changements d’expression de certains gènes peuvent expliquer les 









Article n°1: Viguerie N, Plos Biology, 2012 Determinants of human adipose tissue gene 
expression: impact of diet, sex, metabolic status and cis genetic regulation 
Nous avons cité et décrit les travaux de Marquez-Quinones et al. et de Mutch et al. dans lesquels 
les effets d’une intervention nutritionnelle sur l’expression des gènes du tissu adipeux ont été 
étudiés. 
Dans ce travail, nous avons cherché à investiguer les effets de différents facteurs clinico-
biologiques (sexe, la présence ou non d’un syndrome métabolique, l’IMC) et génétiques sur 
l’expression de 271 gènes dans le tissu adipeux sous cutané durant DiOGenes, programme 
associant une phase active de perte de poids induite par une restriction calorique et une phase de 
suivi pondéral. 
Nous avons tout d’abord observé un effet sexe sur l’expression des gènes du tissu adipeux qui est 
indépendant de la masse grasse des individus, du statut nutritionnel et des chromosomes sexuels. 
Nous avons également observé que l’expression différentielle de 22 gènes étaient 
significativement associés à la présence d’un syndrome métabolique chez les patients. Parmi 
ceux-ci, AZGP1 (alpha-2-glycoprotein 1, zinc-binding) et CCL3 (chemokine (C-C motif) ligand 
3) étaient les plus régulés : AZGP1 était deux fois moins exprimé chez les individus ayant un 
syndrome métabolique tandis que CCL3 était 1.5 fois plus exprimé chez les porteurs d’un 
syndrome métabolique. 
Enfin, le contrôle de l’expression des gènes par les marqueurs du polymorphisme génétique cis 
n’était pas affecté par le sexe des individus ni par le statut nutritionnel. Finalement, les effets des 
facteurs investigués étaient le plus souvent indépendants les uns des autres. 
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Abstract
Weight control diets favorably affect parameters of the metabolic syndrome and delay the onset of diabetic complications.
The adaptations occurring in adipose tissue (AT) are likely to have a profound impact on the whole body response as AT is a
key target of dietary intervention. Identification of environmental and individual factors controlling AT adaptation is
therefore essential. Here, expression of 271 transcripts, selected for regulation according to obesity and weight changes,
was determined in 515 individuals before, after 8-week low-calorie diet-induced weight loss, and after 26-week ad libitum
weight maintenance diets. For 175 genes, opposite regulation was observed during calorie restriction and weight
maintenance phases, independently of variations in body weight. Metabolism and immunity genes showed inverse profiles.
During the dietary intervention, network-based analyses revealed strong interconnection between expression of genes
involved in de novo lipogenesis and components of the metabolic syndrome. Sex had a marked influence on AT expression
of 88 transcripts, which persisted during the entire dietary intervention and after control for fat mass. In women, the
influence of body mass index on expression of a subset of genes persisted during the dietary intervention. Twenty-two
genes revealed a metabolic syndrome signature common to men and women. Genetic control of AT gene expression by cis
signals was observed for 46 genes. Dietary intervention, sex, and cis genetic variants independently controlled AT gene
expression. These analyses help understanding the relative importance of environmental and individual factors that control
the expression of human AT genes and therefore may foster strategies aimed at improving AT function in metabolic
diseases.
Citation: Viguerie N, Montastier E, Maoret J-J, Roussel B, Combes M, et al. (2012) Determinants of Human Adipose Tissue Gene Expression: Impact of Diet, Sex,
Metabolic Status, and Cis Genetic Regulation. PLoS Genet 8(9): e1002959. doi:10.1371/journal.pgen.1002959
Editor: Greg Gibson, Georgia Institute of Technology, United States of America
Received February 20, 2012; Accepted July 25, 2012; Published September 27, 2012
Copyright:  2012 Viguerie et al. This is an open-access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License, which permits
unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original author and source are credited.
Funding: The study was supported by funding from the European Communities (DiOGenes FP6-513946, MolPAGE LSHG-CT-2004-512066, and ADAPT HEALTH-
F2-2008-2011 00), Fondation pour la Recherche Me´dicale ANR LIPOB and OBELIP, and Re´gion Midi-Pyre´ne´es. The funders had no role in study design, data
collection and analysis, decision to publish, or preparation of the manuscript.
Competing Interests: The authors have declared that no competing interests exist.
* E-mail: dominique.langin@inserm.fr
Introduction
Obesity is characterized by an excess of fat deposited in adipose
tissue (AT) as triglycerides. An increase in adiposity is associated
with increased risk of cardiovascular disorders and metabolic
abnormalities, including hypertension, insulin resistance, type 2
diabetes, obstructive sleep apnea and cancers. Diet-induced weight
loss prevents risk for type 2 diabetes and metabolic syndrome
[1,2], emphasizing the pivotal role of AT in obesity-related
complications. As a key target tissue of dietary intervention and a
node of integration between metabolism and immunity, adapta-
tions occurring in AT are likely to have a profound impact on the
whole body response [3,4].
Obesity is a complex disorder with numerous contributing
environmental and genetic factors. A multidisciplinary research
effort involving a combination of clinical, biochemical and omics
approaches appears mandatory to increase knowledge in the
complexity of biological traits and processes associated with
obesity [5]. Through probing of the transcriptional activity of
tissues, the techniques allowing systematic analysis of AT gene
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expression have proved useful at identifying master genes [6] and
regulatory networks involved in human obesity and related
disorders [7]. Moreover, mRNAs are molecular species easily
and evenly amplified. Hence, mRNA profiling remains one of the
most powerful methods to comprehensively explore minute
amounts of tissue. Real-time PCR, which provides great dynamic
range and sensitivity, is a low throughput and time-consuming
technology. DNA microarray analysis allows genome-wide profil-
ing often applied to small subsets of samples. Combining benefits
of both approaches recently became possible through the
emergence of microfluidic-based technologies that use very limited
sample and reagent quantities [8]. Moreover, large-scale investi-
gation of gene expression in small AT samples obtained from
microbiopsy has been impaired by poor yield of total RNA due to
the richness in lipid. Optimization of AT biopsy handling and total
RNA extraction is thus an essential step to profitably use AT
samples for gene profiling applications.
The DiOGenes trial is one of the largest longitudinal dietary
interventions worldwide consisting in an 8-week weight loss diet and
a 26-week weight control phase with different dietary regimes
[9,10]. The prospective long-term, randomized, controlled study
design offered a unique opportunity to apply genomics technology
to dietary intervention aimed at maintaining weight loss. In this
study, we applied an improved total RNA preparation from AT to
the thousands of samples available during the DiOGenes study.
Using a novel microfluidic technology, quantitative expression
analysis of AT genes was performed in individuals from this cohort.
The relationship between mRNA levels and bio-clinical and genetic
data was investigated. These integrative analyses provide evidence
of composite control of AT gene expression by nutrition, metabolic
syndrome, body mass index (BMI), sex and genotype.
Results
Optimization of total RNA extraction and gene
expression normalization in human adipose tissue
Despite recent development in single-step techniques dedicated
to lipid-enriched samples, total RNA extraction from AT had to
be improved before application to AT analysis in the DiOGenes
clinical trial. Each step of total RNA extraction from small
amounts of human AT samples was optimized in order to prevent
the loss of precious samples (Table S1, Figure S1). In the context of
large scale clinical programs, we also investigated whether long
term storage of fat samples may have negative impact on total
RNA integrity. AT samples frozen in liquid nitrogen can be stored
at 280uC up to 3 years without affecting total RNA yield (Figure
S1) or quality (data not shown). Flash freezing in liquid nitrogen
before storage proves as efficient as soaking the samples in
preservative solutions. This is a critical point as it allows use of fat
samples for other applications than transcriptomics. Different
approaches were used for real time qPCR data normalization. Use
of the simple 22DCt method with GUSB as a reference transcript
proved to be the best for normalization in human subcutaneous
AT (Figure S2).
DiOGenes study
The DiOGenes dietary intervention consisted of two phases
[9,10]. The first phase was an 8-week low-calorie diet (LCD) with
the objective of $8% weight loss. In the second phase, the
successful patients were randomized into one of five ad libitum
weight maintenance diets (WMD): four diets combining high and
low protein content with high and low glycemic index of
carbohydrates and a control diet according to National dietary
guidelines on healthy diets. Clinical investigations including
subcutaneous AT microbiopsies were performed before and at
the end of each phase.
Five hundred sixty eight obese individuals, age 24 to 63 (mean
weight: 99.6617.1 kg) had clinical data available and good quality
AT RNA samples. Two groups of patients were defined (Figure
S3). The first group, group A, included 311 obese individuals (107
men and 204 women) with gene expression data available at each
clinical investigation day. The second, group B, had 204
individuals with gene expression data available at baseline and
after LCD. Subjects were also categorized according to the
occurrence of metabolic syndrome at baseline [11]. Group A had
125 metabolic syndrome and 186 non-metabolic syndrome
individuals at baseline. Group B had 81 metabolic syndrome
and 123 non-metabolic syndrome individuals at baseline. All
baseline anthropometric and plasma characteristics are described
in Table S2. In both men and women, blood pressure,
triglycerides, HDL-cholesterol, C reactive protein, adiponectin,
fasting glucose and insulin were significantly different in metabolic
syndrome compared to non-metabolic syndrome individuals. In
addition, women with metabolic syndrome had higher weight,
BMI, fat mass and waist circumference.
Adipose tissue gene expression is regulated during the
different phases of the DiOGenes dietary program
Massive parallel reverse transcription quantitative PCR (RT-
qPCR) was performed on AT from the DiOGenes study using a
microfluidic qPCR device [8]. AT expression data from 271 genes
of interest (Table S3) was investigated on 1341 samples from 515
subjects. The genes were selected from our previous published and
unpublished DNA microarray analyses on a limited number of
individuals. The choice was made using the following criteria:
regulation during dietary weight loss programs [12–14], including
the DiOGenes trial [14], and differential expression according to
the presence or absence of obesity and metabolic syndrome
[15,16]. Forty percent of these genes encoded proteins involved in
metabolism and 23% participated in immune response. This list
encompassed 38 AT macrophage [15,16] and 84 adipocyte
Author Summary
In obesity, an excess of adipose tissue is associated with
dyslipidemia and diabetic complications. Gene expression
is under the control of various genetic and environmental
factors. As a central organ for the control of metabolic
disturbances in conditions of both weight gain and loss, a
comprehensive understanding of the control of adipose
tissue gene expression is of paramount interest. We
analyzed adipose tissue gene expression in obese individ-
uals from the DiOGenes protocol, one of the largest dietary
interventions worldwide. We found evidence for compos-
ite control of adipose tissue gene expression by nutrition,
metabolic syndrome, body mass index, sex, and genotype
with two main novel features. First, we observed a
preeminent effect of sex on adipose tissue gene expres-
sion, which was independent of nutritional status, fat
mass, and sex chromosomes. Second, the control of gene
expression by cis genetic factors was unaffected by sex
and nutritional status. Altogether, the effects of the
investigated factors were most often independent of each
other. Comprehension of the relative importance of
environmental and individual factors that control the
expression of human adipose tissue genes may help
deciphering strategies aimed at controlling adipose tissue
function during metabolic disorders.
Determinants of Human Fat Gene Expression
PLOS Genetics | www.plosgenetics.org 2 September 2012 | Volume 8 | Issue 9 | e1002959
markers [12,15], i.e. genes expressed in these cell types at much
higher levels than in any other AT cell type.
Controlling for weight variation, a majority of genes were
regulated in both men and women by the dietary weight
management program. The main pattern observed on 175 genes
was an opposite regulation of AT gene expression between LCD
and WMD phases (Figure 1, Table S4). Genes downregulated
during LCD and upregulated during WMD (n=158) were mostly
associated with metabolic functions (n=110), including 72 genes
defined as adipocyte markers. The top ranking genes included
SCD, FADS1 and FADS2 encoding enzymes involved in unsatu-
rated fatty acid synthesis. An inverse trend was seen for 17 genes
including 9 immunity-related genes. Four of those genes were AT
macrophage markers. Most of the genes had similar expression at
the end of the intervention compared to baseline. Forty three
genes showed variations in expression at the end of WMD
compared to baseline (Table S5). The majority showed decreased
expression compared to baseline. LEP showed a downregulation
during calorie restriction that persisted until the end of the
intervention. As shown in Figure 1, this pattern is superimposable
with the evolution of HOMA-IR, an index of insulin resistance.
The macronutrient composition of the diet during the WMD
phase had no effect on AT gene expression. We also looked at
genes related to weight changes during the ad libitum WMD by
comparing changes in mRNA levels between the end of LCD and
the end of WMD in women who lost and those who regained at
least 50% of the weight lost during calorie restriction. The changes
in mRNA levels of 16 genes differed between the two groups of
women (Table S6). CIDEA which is involved in fat cell lipid droplet
metabolism was the best marker for weight loss (Figure 2). FADS1,
encoding a fatty acid desaturase, and BCAT1, encoding a
branched-chain amino acid aminotransferase, were the best
markers for weight regain.
Figure 1. Most remarkable profiles of adipose tissue gene expression during a dietary weight loss program. Adipose tissue gene
expression was assessed at baseline (BAS) and during a dietary trial including an 8 week low calorie diet (LCD) followed by a 26 week weight
maintenance diet (WMD) (men, black squares n= 107; women, open squares n=204). ({) Comparison between BAS and end of LCD, P,0.05
according to linear mixed effect model ran separately for men and women. (*) Comparison between end of LCD and end of WMD, P,0.05 according
to linear mixed effect model ran separately for men and women. (#) Comparison between BAS and end of WMD, P,0.05 according to linear mixed
effect model ran separately for men and women. The evolution of the insulin resistance index HOMA-IR in the entire population is shown as black
circles for comparison with leptin mRNA levels. Error bars represent S.E.M.
doi:10.1371/journal.pgen.1002959.g001
Figure 2. Adipose tissue markers of weight regain and weight
loss during the 26-week weight maintenance diet. Changes in
mRNA levels between the end of low calorie diet and the end of the 26
week weight maintenance diet were compared in women regaining
(open bars n=31) or losing (black bars n=29) weight.
doi:10.1371/journal.pgen.1002959.g002
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Sex, metabolic syndrome, and obesity impact adipose
tissue gene expression
Principal component analysis of gene expression data from
group A and group B subjects at baseline indicated that the major
component explaining AT gene expression data distribution was
sex. Figure S4a depicts partial least square-discriminant analysis of
AT genes with sex specificity. To list the AT genes with sex-biased
expression, a mixture model controlling for centre was first built
with data from group A. One hundred and eighty six genes
exhibited sex specificity. The same model was then run with data
from group B, giving a list of 158 genes. Sex specificity for 109
transcripts persisted during the dietary intervention (Table S7).
Higher expression in female AT was found for all genes except for
CCL19, which showed higher expression in male AT (Figure 3).
Fat mass being higher in women than in men could possibly
explain this marked sexual dimorphism. However, 88 genes
remained different when controlling for fat mass. Only 5 genes
were located on sex chromosomes (Table S7). SAA4, AZGP1,
CDKN2C and CES1 were the highest ranked genes with a more
than two-fold higher expression level in female than in male AT
(Figure 3).
Exploratory analysis of AT gene expression also indicated a
discriminatory effect according to the presence or absence of
metabolic syndrome (Figure S4b). Because the clinical presenta-
tion of metabolic syndrome is different in men and women and
might be at least in part originating in the AT [16,17], we
separately analysed the 2 populations to assess the molecular
characteristics of AT from patients with metabolic syndrome. A
metabolic syndrome signature was found for 22 genes (Table S8).
CCL3 and AZGP1 showed two-fold higher and lower expression,
respectively, in women with metabolic syndrome compared to
women without metabolic syndrome (Figure 4). The difference,
albeit less pronounced, was also present in men.
To assess the contribution of obesity to AT gene expression, the
impact of BMI was studied in men and women separately at
baseline and along the dietary intervention. In women, 51 genes
showed significant BMI dependency that persisted during the
whole dietary intervention (Table S9). In men, a single gene,
AZGP1, was dependent on BMI at each time point of the
intervention (data not shown).
Human adipose tissue functional interconnections
To elucidate the relationship between AT gene expression and
related phenotypes at a greater depth, we used a co-correlation
network-based approach. Interactions between the two matching
bio-clinical and AT gene expression data sets were modeled using
partial correlations. By eliminating over-estimation of co-correla-
tions due to correlation with a third variable, partial correlations
measure direct correlation between two variables with control for
confounding variables. First, in addition to bio-clinical parameters
(Table S2), we selected 38 metabolism and immunity related genes
that showed regulation in the present analysis (Table S10). Since
sex appeared to control AT gene expression variance more than
other parameters, we used the network approach on the 180 men
and 335 women separately. Figure S5 displays the regulatory
networks in men and women. Edges represent direct and strong
correlations and thickness connection strength between variables.
Each node represents a variable. Node degree refers to the number
of edges attached to the node. High degree indicates hubs which
are the most connected variables. Betweenness centrality quanti-
fies the importance of a variable within network. Nodes with
highest betweenness centrality are those providing the strongest
network connection and show key variables in the network. The
topology of the male and female networks was similar with 75% of
edges in common between men and women. A majority of highly
connected co-expression networks consisted of the same clinical
parameters and genes that clustered together in both men and
women. Several macrophage markers (Table S3) showed strong
connection. A module consisting of the same group of correlated
genes in both the male and female networks encompassed genes
involved in de novo lipogenesis such as FASN, SCD, FADS1, FADS2
and ELOVL5. In men and women, CIDEA and AZGP1, two
cachexia markers, were connected. Next, the network-based
approach was used on 204 women from group A (Table S2) to
expand the analyses to functional interconnections during the
dietary intervention. The list of genes consisted of the lipogenesis
module observed at baseline (Figure S5) extended to related
glycolysis and glucose metabolism genes (Table S11). Networks
were built during LCD (Figure 5a) and from baseline to the end of
the WMD (Figure 5b).The two data-driven dependency networks
Figure 3. Sexual dimorphism of adipose tissue gene expres-
sion. Men, open bars (n=180). Women, black bars (n= 323). Most
representative adipose tissue genes are shown (See Table S7). Error bars
represent S.E.M.
doi:10.1371/journal.pgen.1002959.g003
Figure 4. Differential adipose tissue gene expression in obese
individuals according to the presence of metabolic syndrome.
Adipose tissue gene expression in obese individuals with (black bars
n= 206) and without (open bars n= 309) the metabolic syndrome (see
Table S8). Error bars represent S.E.M.
doi:10.1371/journal.pgen.1002959.g004
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in AT showed 62% of shared edges. HK1 appeared as an
important hub, with 10 connections, including another hub, SCD,
ACACB, ELOVL5 and fasting glucose (Figure 5a). Notably, two
components of the metabolic syndrome, waist and triglycerides,
were highly connected to the most important node, SCD, which
was also highly connected to glycolytic genes (SLC2A4 and PCK1)
during LCD. From baseline to the end of the WMD (Figure 5b),
fat mass, waist and triglycerides were associated with the network
key node ALDOC, which was connected to several lipogenic genes
(FASN, ACACB, SCD, FADS2 and ELOVL5).
Human adipose tissue gene expression is under genetic
control by cis signals
We identified 2953 single nucleotide polymorphisms (SNPs)
which were in the close proximity of 252 genes. At baseline, 118
SNPs representing 46 genes showed association with AT gene
expression (Table S12). The strongest associations (P,10210) were
found for ALDOB, MARCO, MMP9 and HLA-A (Figure 6). Four
SNPs located in the intronic regions of MARCO, which encodes an
AT macrophage-specific marker regulated by obesity [15] and
dietary intervention (Table S5), showed associations with
P,10220. A moderate effect of sex and BMI was observed for 3
and 13 SNPs, respectively. However, these effects were not
consistent among SNPs with significant associations with AT gene
expression in the corresponding genes. The majority of the
associations observed at baseline remained significant when
expression after LCD and WMD were considered (Table S13).
Of note, no SNP showed association with diet-induced variations
in mRNA levels (P.0.5).
Discussion
Carefully monitored weight-control diets favorably affect
parameters of the metabolic syndrome and delay the onset of
diabetic complications [1]. AT is a key player in the homeostatic
control of whole body metabolism. Besides the more recent DNA
methylome and microRNA arrays, gene expression profiling is one
of the most comprehensive omics technologies, which permits
parallel quantitative measurements of a large number of targets.
However, a minimal amount of high quality total RNA is
required. To study large intervention programs, we optimized the
entire process, from needle biopsy of human subcutaneous AT to
long term storage of samples. A single needle biopsy allows fast
and painless AT sampling that may be easier to perform than
blood sampling in morbidly obese subjects. Biopsies of about
200 mg are easily obtained in large scale intervention studies and
can also be obtained from lean individuals. From this amount of
tissue up to 34,100 different transcripts can be quantified using the
Fluidigm Biomark Dynamic Array technology. This high-through-
put technology has been successfully applied to many biological
fields [18–20]. It allows reduction in cost and time, and
improvement of accuracy, throughput and performance compared
with conventional instruments. We show here its potencies to
study AT expression of multiple genes in large-scale population-
based interventions. Normalization is an essential step to correct
for systematic bias in transcriptomic data. In microfluidic RT-
qPCR assays, systematic errors due to sampling, reverse
transcription and preamplification steps as well as set and plate
spreading must be eliminated. Numerous different methods can be
used for data normalization, including those used for transcrip-
tome analyses [21]. When analyzing real-time PCR data, the most
widely used is the 22DCt method using a reference gene [22]. The
ideal reference, also referred to as a house-keeping gene, should be
constantly transcribed in all cell types and tissues regardless of
internal and external influences. However, the expression of
house-keeping genes may vary considerably. GAPDH is one of the
most commonly used house-keeping genes. However, GAPDH
expression was shown to be regulated during dietary intervention
Figure 5. Dependency networks and dietary intervention. Two dependency networks were constructed from selected bio-clinical data and
gene expression from the lipogenic module. Each node is a gene or a bio-clinical parameter. Node degree is indicated with size. Node color indicate
betweenness centrality measure that counts how often a node appears on shortest paths between two other nodes in the network; red nodes are
variables with high betweenness and green nodes are variables with low betweenness. Betweenness centrality indicates nodes that are the most
likely to disconnect network if removed. The variables are connected by an edge only if their partial correlation is significantly nonzero. Edge
thickness is proportional to the strength of correlation. Edge color indicates correlation from the most positive (red) to the negative (green). (a)
Dependency network of changes from baseline to the end of the low calorie diet. (b) Dependency network of changes from baseline to the end of
the weight maintenance diet.
doi:10.1371/journal.pgen.1002959.g005
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in this study and previous work [12]. The ribosomal 18S is another
common reference gene. However, because of its very high
expression level, this transcript shows such a strong expression
after the preamplification step that it overflows the detection
system. Here, the use of GUSB as a reference gene in the easy-to-
use 22DCt method proved to deliver the best normalization for
human subcutaneous AT.
AT gene expression profiling combined with clinical investiga-
tions has opened a novel approach to decipher physiological and
pathophysiological processes [5]. Most previous studies have
aimed at comparing obese and lean individuals and observing
the effects of altered body weight during dynamic weight change.
The highly clinically relevant weight stabilization phase has rarely
been studied. We have previously investigated AT gene expression
during multiple phase dietary interventions on a limited number of
individuals [12]. The DiOGenes intervention study was designed
to investigate diet-induced changes on a much larger scale [10].
This trial focused on identifying key dietary and genetic factors as
a basis for predicting whether individuals may reach and maintain
healthy weight. The number of participants and the complete
bioclinical characterization combined with AT biopsy offered a
unique opportunity to study the interactions between sex,
metabolic status, dietary phases and genetic factors. Unexpectedly,
a striking sex effect on AT gene expression that persisted during
the dietary intervention for most of the sex-specific genes was
found. As a prototypical example, it has repeatedly been shown
that leptin AT mRNA level is higher in females than in males even
after correction for the degree of body fat mass [23]. Similar sexual
dimorphism has previously been reported for 45 of the genes
described in the present study in mouse AT [24]. Higher
expression in female than in male AT was found for all but 1
gene. However, to ascertain that the majority of human AT genes
showing sex differences have female-biased expression, a system-
atic analysis would be required. Higher fat mass in women than in
men could possibly explain this marked sexual dimorphism.
However, 80% of the genes remained different when controlling
for fat mass. Indeed, SAA4 and CDKN2C AT expression are
increased and decreased, respectively, in morbidly obese subjects
whereas the two genes show higher expression in women than men
[25,26]. The contribution of gonadal hormones and sex chromo-
somes has been investigated in mouse models. Sexual steroids play
a strong role in sex-biased gene expression in various tissues with
minor sex differences explained by direct effects of the sex
chromosome in liver genes [27]. Here, less than 5% of the human
AT sex-related genes were located on sex chromosomes. The large
number of subjects with a wide range of adiposity allowed testing
the effect of BMI on AT gene expression at baseline and during
the dietary intervention. In women, 51 genes show BMI
Figure 6. Adipose tissue gene expression according to genotype distribution of cis signals. Most representative adipose tissue genes are
shown (see Table S12). Error bars represent S.E.M.
doi:10.1371/journal.pgen.1002959.g006
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dependency which persists at each time point of the dietary
intervention indicating adiposity-dependent control of gene
expression that is not influenced by diet-induced changes in
weight. AZGP1 was the only common gene to men and women
and among the top ranking less expressed genes in the morbidly
obese patients (BMI.40). It was recently shown as down regulated
with fat mass expansion in obesity in both visceral and
subcutaneous fat with positive association with adiponectin [28].
Of note, the network approach also showed such connection in the
male network. The lower number of significant genes in men may
be related to real sex differences but may also be due to the lower
number of men in the cohort. A metabolic syndrome signature was
also found in AT. As a top ranking gene, CCL3 encodes
macrophage inflammatory protein 1a, a CC chemokine involved
in the interactions between immune cells and regulated by insulin
resistance in AT [29]. AZGP1 appears as a marker of sexual
dimorphism, obesity and metabolic syndrome encodes an
adipokine with putative antidiabetic properties [30].
When looking along the DiOGenes dietary program, the main
pattern was an opposite regulation of AT gene expression
between LCD and WMD phases. Genes downregulated during
LCD and upregulated during WMD were mostly adipocyte genes
associated with metabolic functions [12]. The top ranking genes
encoded enzymes involved in fatty acid desaturation [31]. An
inverse trend was seen for immunity-related genes. As a result of
the opposite regulation between LCD and WMD, most of the
genes had similar expression at the end of the intervention
compared to baseline. However, a subset of genes showed
downregulation at the end of the dietary intervention. The list
included several genes previously characterized as human AT
macrophage-specific markers (CD68, CD163, CD209, IL10, LIPA,
MARCO, MS4A4A, PLA2G7, SPP1) [12,15]. This coordinated
downregulation most likely reflects a decrease in AT macrophage
number as observed in a 6-month weight reducing intervention
[32]. Leptin mRNA levels were also lower at the end of the
dietary intervention. The superimposition of LEP and HOMA-IR
data lend support to our hypothesis that variation in LEP
expression contributes to the improvement in insulin sensitivity
observed during diet-induced weight loss [3].
Genes related to weight changes during WMD include
AGPAT9, presumably involved in the biosynthesis of triacylglycerol
and phospholipid, ALOX12, encoding the arachidonate12-lipoxy-
genase involved in production of inflammatory and adipogenesis
mediators, and the proangiogenic VEGFA, which all showed
robust overexpression in individuals who regained weight. PKM2,
AP2M1, ACTR3 and CES1 had been shown in microarray
experiments to have higher expression in individuals who failed
to control their weight [14]. FADS1, encoding a fatty acid
desaturase, and BCAT1, encoding a branched-chain amino acid
aminotransferase, were the best markers for weight regain.
Interestingly, branched-chain amino acid catabolism is down-
regulated in obese individuals [33]. CIDEA, which plays a critical
role in fat cell lipid droplet metabolism [34], showed decreased
expression in individuals continuing to lose weight after LCD,
supporting a role for the encoded protein in the adaptation of
subcutaneous AT to body weight changes as over-feeding-induced
weight gain induces its expression [35]. The macronutrient
composition of the diet (i.e., protein content and glycemic index)
during the WMD phase had no effect on AT gene expression in
agreement with previous data on energy-restricted diets differing
in fat and carbohydrate content [13]. Therefore, during dietary
weight management programs, energy balance and fat mass
variations rather than the composition of the diet is a determinant
of AT gene expression.
During LCD, network analysis of gene expression and clinical
parameters showed that the top associations function as part of a
major hub gene, the stearoyl CoA desaturase SCD, which is highly
connected to components of the metabolic syndrome and the gene
encoding a glycolytic enzyme, hexokinase HK1, connected to
glycemia. These genes are targets of ChREBP, a transcription
factor involved in glucose-mediated control of de novo lipogenesis
gene expression [36,37]. These connections suggest that ChREBP
target genes are regulated during LCD. This transcription factor
was not studied here. The link between ChREBP and metabolic
improvements along the dietary intervention requires further
investigation [38]. Along the dietary intervention, clinical data and
gene co-expression network analysis also revealed ALDOC, an
aldolase involved in glycolysis, and fat mass as key nodes. Both
hubs were connected to components of the metabolic syndrome.
The ALDOC-centered module included key genes for de novo
lipogenesis, illustrating the common transcriptional control of
glycolysis and fatty acid synthesis [37]. The fat mass centered
module was composed of glycolytic genes, indicating a direct link
between change in fat mass and aerobic glycolysis, which seems to
be related to the connection between de novo lipogenesis gene
expression and metabolic features [39].
Human AT gene expression is under strong genetic control
[40]. Recent genome-wide gene expression and genotyping
analysis identified 10,000 cis SNPs associated to gene expression
in subcutaneous AT [41]. The number of cis expression SNPs
(eSNPs) was much higher than the number of trans eSNPs. In the
present study, more than 80% of the genes with eSNPs had not
previously been reported [41]. This high level of detection was
related to several factors. First, we selected SNPs located in the
immediate vicinity of the genes that allow capture of significant
associations with our sample size [42]. Second, we investigated a
carefully selected population enrolled in a multicentric dietary
intervention [9,10]. Thereby, we could control for biological and
non-biological confounders such as center, sex, fat mass and diet.
Highly significant associations were found forMARCO andMMP9.
MARCO encodes a class A scavenger receptor shown to be specific
of AT macrophages compared to other human AT cell types [15].
AT macrophages also specifically produce metalloproteinase 9, a
key enzyme involved in remodeling processes [43]. Of 46 genes
with eSNPs, 19 were directly related to immunity and inflamma-
tion and were highly expressed in human AT, in agreement with
the existence of an AT macrophage gene network module with
tight cis genetic control [40]. Strikingly, the eSNPs identified here
were not influenced by sex and diet-induced changes in AT gene
expression. We found no evidence of association between cis SNPs
and variations in mRNA levels during the dietary protocol,
suggesting that cis genetic control operates at baseline and is
preserved during the dietary intervention but does not influence
the response to the diet.
As prototypical examples, ACSL1, ECHDC3 and HSDL2 mRNA
levels were influenced by all the investigated factors (Figure 7).
SNPs did show associations with AT mRNA levels as transcript
abundance varied during the dietary intervention. It also differed
according to sex and metabolic syndrome. Dietary intervention
did not alter the sexual dimorphism in gene expression. ACSL1,
which catalyzes the conversion of long chain fatty acids into acyl-
CoAs, is the most abundant ACSL isoform expressed in AT. AT-
specific ablation of Acsl1 in mice shows that the enzyme plays a
crucial role in directing acyl-CoAs towards b-oxidation in fat cells
[44]. Here, ACSL1 gene expression was lower in individuals with
metabolic syndrome. An association between ACSL1 gene
polymorphisms and the metabolic syndrome has recently been
reported [45]. These data suggest that impaired adipocyte fatty
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acid oxidation due to ACSL1 defect may constitute a feature of the
metabolic syndrome.
The present data provide evidence for control of AT gene
expression by nutrition, sex, metabolic status and genotype. A main
feature was a major effect of sex, which was independent of sex
chromosomes, fat mass and dietary intervention. Another charac-
teristic was that the control of gene expression by genetic elements
appeared unaffected by nutritional status. Altogether, the effects of
the investigated factors were most often independent of each other.
Understanding the relative importance of environmental and
individual factors that control the expression of human AT genes
may help in deciphering strategies aimed at improving AT function
in metabolic diseases.
Methods
Human subcutaneous adipose tissue sampling
Fat samples used for the optimization of total RNA
extraction were obtained using abdominal dermolipectomy
from the plastic surgery department of the Toulouse University
Figure 7. Most representative adipose tissue gene expression profiles according to dietary intervention, sex, and metabolic
syndrome. ACSL1, ECHDC3 and HSDL2 adipose tissue gene expression according to dietary intervention (BAS, baseline; LCD, low calorie diet; WMD,
weight maintenance diet), sex and metabolic syndrome (presence, black circles; absence, open circles) in 311 obese individuals. ({) Comparison
between BAS and end of LCD, P,0.05 according to linear mixed effect model ran separately for men and women. (*) Comparison between end of
LCD and end of WMD, P,0.05 according to linear mixed effect model ran separately for men and women. (#) Comparison between BAS and end of
WMD, P,0.05 according to linear mixed effect model ran separately for men and women. Error bars represent S.E.M.
doi:10.1371/journal.pgen.1002959.g007
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Hospitals. The patients were not included in a weight reduction
program.
DiOGenes was registered in ClinicalTrials.gov (NCT00
390637). Briefly, 932 overweight and obese adults in 8 European
centers participated in a dietary program with a 8-week 3.3 MJ/
day LCD (Modifast, Nutrition et Sante´, France). Subjects
achieving 8% of initial body weight loss were randomized to a
6-month ad libitum WMD consisting in one of four low-fat diets
that differed in glycemic index and protein content, or a control
diet as described in [9]. Abdominal subcutaneous AT biopsies
from the DiOGenes protocol were obtained by needle aspiration
under local anesthesia after an overnight fast at baseline, at the end
of LCD and at the end of WMD [14]. All clinical investigations
were performed according to standard operating procedures.
Analysis of blood samples was performed at the Department of
Clinical Biochemistry, Gentofte University Hospital, Denmark as
described in [9].
The study was performed according to the latest version of the
Declaration of Helsinki and the Current International Conference
on Harmonization (ICH) guidelines. All subjects gave verbal and
written informed consent. Applications were submitted to the
regional Ethics Committees from the participating centres and the
study was not undertaken without a positive statement from the
committee regarding the study.
Optimization of total RNA extraction
Five single-step methods for total RNA extraction were
evaluated on 6 human subcutaneous AT samples (Table S1).
Among the 5 extraction methods, 2 yielded very few or partly
degraded total RNA and one low purity RNA. The QIAGEN
methods (RNeasy Mini and RNeasy Lipid Tissue Mini) yielded
sufficient amount of good quality total RNA that appeared to be
free of genomic DNA contamination. Based on the QIAGEN
RNeasy Lipid Tissue Mini Kit, an in-house optimized total RNA
preparation protocol that uses chloroform delipidation and
phenol/guanidine isothiocyanate-based (QIAzol) extraction, sili-
ca-gel membrane purification and microspin technology was set
up (see below). This adapted protocol provided a higher mean
total RNA supply with more consistent yield than other methods.
Adipose tissue sampling and storage conditions
Human AT samples of weights ranging from 0.04 g to 1.5 g
were collected, flash frozen in liquid nitrogen and stored at
280uC. Figure S1a was drawn from 84 AT samples. It shows a
positive correlation between the amount of total RNA extracted
and the weight of the fat biopsies up to 0.2 g. Above 0.5 g of fat,
the amount of total RNA per g of tissue becomes more variable.
The data reveal that 0.3 to 0.5 g of fat are enough for substantial
total RNA recovery. Such an amount may yield a minimum of
5 mg of total RNA which is sufficient for both microarray
application and RT-qPCR. Besides sample preparation, storage
conditions are a major concern because of the instability of mRNA
due to contaminating RNases. In order to prevent total RNA
degradation, commercial RNA stabilization reagents are available.
Figure S1b shows adipose tissue total RNA yield and quality using
alternative protocols. Samples of about 0.5 g of human fat tissue
were collected and stored at 280uC following 5 different
protocols: 1) immediate storage of the freshly cleaned fat sample
at280uC 2) flash-frozen in liquid nitrogen and stored at280uC 3)
stored overnight in RNAlater RNA Stabilization Reagent
(QIAGEN) at 2–8uC, then removed from the RNAlater and
stored at 280uC 4) freshly cleaned fat sample stored at 280uC in
QIAzol Lysis Reagent (QIAGEN) 5) homogenized in QIAzol Lysis
Reagent with ultra-turax homogenizer and stored at 280uC.
These samples were extracted after short term, 1 month, and after
long term, 1 year, storage. The 5 protocols gave similar total RNA
yield and quality.
In-house total RNA extraction protocol
The frozen AT sample was homogenized in QIAzol (QIAGEN)
(2.5 ml of QIAzol for 500 mg of tissue, 5 ml for 1 g of tissue, 1 ml
for #200 mg of tissue) using a rotor-stator homogenizer until
homogeneity (20–40 s; longer time may lead to overheating) then
incubated at room temperature for 5 min. Two hundred ml of
chloroform was added for 1 ml of QIAzol (otherwise the volume of
chloroform was adjusted to QIAzol volume with a 1:5 ratio) and
vigorously shaked for 15 s using a vortex then incubated at room
temperature for 3 min. After centrifugation at 4000 rpm for
15 min at 4uC the upper aqueous phase was transferred to a new
tube. One volume of 70% ethanol was added and mixed by
vortexing. Seven hundred ml of this sample was pipetted onto an
RNeasy Mini Spin Column (QIAGEN) in a 2 ml tube and
centrifuged at $10,000 rpm for 15 s at 25uC. Flow-through was
discarded. This step was repeated using the reminder of the
sample. Seven hundred ml of Buffer RW1 (QIAGEN) was added to
the column and centrifuged at $10,000 rpm for 15 s at 25uC.
Flow-through was discarded. The column was transferred into a
new 2 ml tube. Five hundred ml of Buffer RPE (QIAGEN) was
added to the column and centrifuged at $10,000 rpm for 15 s at
25uC. Flow-through was discarded. Another 500 ml of Buffer RPE
was added to the column and centrifuged at $10,000 rpm for
2 min at 25uC. The column was transferred into a new 2 ml tube
and centrifuged at $10,000 rpm for 1 min at 25uC. To elute, the
RNeasy Mini Spin Column was transferred to a 1.5 ml tube and
30 ml of preheated RNAase-free water at 50uC directly pipetted
onto the column then centrifuged at $10,000 rpm for 1 min at
25uC.
Total RNA quality check
For the optimization of total RNA extraction from AT samples
(Table S1), total RNA quality was checked using ethidium
bromide-stained agarose gels. Concentration was determined
using a Nanodrop spectrophotometer, Illkirch, France). For AT
biopsies from the dietary program, total RNA concentration and
quality were estimated by capillary electrophoresis using the
Experion analyzer (BioRad, Marnes-la-Coquette, France). The
amount of total RNA from the DiOGenes study was
25.369.3 mg/g of AT (n=1363) validating the RNA extraction
and purification method in a large multicenter study. Total RNA
was of good quality and free of genomic DNA.
RT–quantitative PCR using BioMark System
Specific target amplification. cDNA was prepared as
previously described [46] from 200 ng or 500 ng of total RNA,
depending on RNA concentration and diluted in water to 5 ng/ml
(RNA-equivalent). Because 286 transcripts were to be quantified
using 96.96 Dynamic Arrays (Fluidigm), each diluted cDNA
sample was split into 4 parts. The first part was used to check 18S
expression level homogeneity using ABI Prism 7900HT (Applied
Biosystems) to ensure good quality reverse transcription step. The
3 other parts were dedicated to target amplification for Biomark
Dynamic Arrays (Fluidigm). Inventoried TaqMan assays (Applied
Biosystems) were pooled into 3 separate sets (A, B, C), each using
96 probe and primers pairs, to a final concentration of 0.26 for
each of the 96 assays. Each set included GUSB as main reference
gene. 18S was included in set A. To increase sensitivity, a
multiplexed preamplification process was performed for each pool
on every 1.25 ml cDNA using 14 cycle cDNA preamplification step
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(95uC for 15 s and 60uC 4 min) and Taqman PreAmp Master Mix
(Applied Biosystems) in a standard PCR thermocycler. To check
reproducibility and test normalization approaches a sample
calibrator made of the cDNA from the same AT biopsy total
RNA sample was included in each plate for each of the 3 assay
pools.
Quantitative PCR. Preamplified cDNA was diluted 1:5 in
10 mmol/L Tris, 1 mmol/L EDTA. Diluted cDNA (2.25 ml) was
added to 2.5 ml Taqman Universal PCR Master Mix (Applied
Biosystems) and 0.25 ml GE Sample Loading Reagent (Fluidigm).
In a separate tube, 3.5 ml of Taqman Assay was added to 3.5 ml
Sample Loading Reagent. Five ml cDNA samples were loaded into
the sample inlet wells, and 5 ml assay samples were loaded into
assay detector inlets. For each plate, 1 well was loaded with H20 as
control for contamination and 1 well was loaded with the
calibration sample. The chip was primed and placed into the
NanoFlex Integrated fluidic circuit controller where 8 nl of cDNA
and 1 nl of Assay were mixed. Real time PCR analysis was
completed on the BioMark System (Fluidigm).
Data processing. Raw data obtained from the system’s
software using the default global threshold setting (BioMark Real-
time PCR Analysis V2.1.1, Fluidigm) were checked using the
graphical representation of the plate layout. Among the 414720
reactions investigated, 23 were rejected due to bubbles or instable
ROX signal. All amplification curves were displayed for each well
of the calibrator sample. When threshold for cycle did not meet
quality criteria (i.e. threshold set in the linear phase of the
amplification curve instead of the exponential phase), threshold
value was set manually and the analysis parameters were changed
to auto detector function for the corresponding gene and all the 15
Dynamic Arrays from the same set of genes. Wells with very high
(.30) or absent (999) endogenous Ct resulted in exclusion of 10
genes with too low or inconsistent expression level. Based on data
from the calibrator sample, 3 other genes with.20% outliers were
removed from the analysis. This resulted in 271 gene transcripts
with good quality expression data. Missing data were implemented
using k nearest neighbour methods.
Optimal normalization method of adipose tissue gene
expression. Different methods were assessed for real time
qPCR data normalization. The simplest one is based on the 22DCt
method [22] using an internal single reference gene. The use of a
reference gene depends on both tissue and cell type as well as the
experimental conditions. In order to capture the best control gene
for the study of human subcutaneous AT gene expression, we
previously measured the mRNA levels of 32 potential reference
genes by RT-qPCR using TaqMan Human Endogenous Control
Plate (Applied Biosystems) and the ABI Prism 7900HT Sequence
Detection System (Applied Biosystems) on cDNA obtained from
total RNA of 3 AT samples collected at each step of the program
(see below) from 6 obese individuals representing 6 of the different
European investigation centers (data not shown). A gene
expression normalization factor was calculated using the analysis
software Data Assist (Applied Biosystems) that uses the geNorm
algorithm [47]. The b-glucuronidase (GUSB) transcript proved the
best reference regarding the stability of mRNA level at different
body weights and fat mass, and across replicate samples.
Accordingly, in experiments including AT samples from lean,
obese and weight-reduced individuals, GUSB also proved the best
reference gene (data not shown). Consequently, GUSB was
included in the 286 genes to be investigated. It is to be noted
that among the 32 so-called house-keeping genes tested, four,
ribonuclease P/MRP subunit (POPP4), translation initiation factor
eIF-2B subunit a (EIF2B1), proteasome 26S subunit ATPase 4
(PSMC4) and glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAP
DH) were selected as targets of interest and included in the list of
transcripts to be quantified. Thus, they do not represent ap-
propriate reference genes.
Global normalization approaches have proven efficient for
microarray data. These methods use the whole data set. Large
scale data normalization algorithms such as rank-invariant and
quantile processes were tested as potential alternatives to the
reference gene method [21]. Both assume that the expression level
of the majority of the genes does not change. Of interest here,
quantile normalization is dedicated to correct for inter-plate
variations. Figure S2a shows the coefficient of variation for the 4
normalization methods compared to the raw dataset applied to the
calibration sample assayed in the 48 plates. The quantile and rank-
invariant methods were compared to the 22DCt calculation using
the eukaryotic ribosomal protein 18S (18S), or GUSB as reference.
When compared to non-normalized data, the quantile and rank-
invariant methods did not improve variability while using 18S
greatly increased variability. The best performance was obtained
with GUSB. All of the 4 methods tested provided similar results
when applied to the whole data set for all samples (Figure S2b).
Altogether, using GUSB appeared as the best process of
normalizing these large scale data. Moreover, the relative
expression level of this gene is similar across the 3 datasets (Figure
S2c).
DNA extraction and genotyping
Genomic DNA was extracted from the buffy coats with a
salting out method. Genomic and amplified DNA samples were
quality-checked, quantified and normalized to approximately
100 ng/ml and 2.0 mg before genotyping. High throughput SNP
genotyping was carried out using the Illumina iScan Genotyping
System (Illumina, San Diego, CA, USA). Seven hundred forty
eight individuals were genotyped using the Illumina 660W-Quad
SNP chip. SNP genotyping was done in accordance with
manufacturer’s protocols. The Integrated mapping information
is based on NCBI’s build 37. The coding sequences were
investigated 15 kb downstream and 10 kb upstream. All SNP
with a genotype frequency $95% and in Hardy-Weinberg
equilibrium (P.0.05) were selected for further analyses. Among
3965 SNPs related to 252 genes, 2953 SNPs remained after data
filtering.
Statistical analysis
Exploratory and descriptive analyses. The R software
(v2.11.0) was used for all statistical analyses. To normalize
variance, skewed clinical data were logged and gene expression
data were log2 transformed. One-way ANOVA was used for
analysis of total RNA extraction optimization data. In order to
obtain a global overview of the dataset principal component
analysis was performed as a first step in the data analysis. PLS-DA
was used to find the relationship between gene expression profiles
and phenotypic features [48].
Shapiro-Wilk distribution normality and Bartlett’s test variance
homogeneity, which incorporate within-subject and between-
subject variation, were applied to all gene expression data. A
linear mixed effect model, including fixed effects as sex and
metabolic syndrome status and introducing centre as random
effect, was used as the model basis (nlme package) [49]. Tukey
HSD was used as a post-hoc test. Supplementary factors are
specified and the linear mixed effect model regression equations
displayed in the legend of the tables. Genotype frequency and
Hardy-Weinberg equilibrium were tested using SNP assoc
package. Genetic association to gene expression was tested using
the SimHap package. The effect of sex was tested using chi2 test
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and Fisher’s exact test. A Benjamini-Hochberg procedure [50] was
used to control the false discovery rate at 5% with the multtest
package (mt.rawp2adjp).
Gaussian Graphical Model network analysis. Two asso-
ciation networks were constructed using Gaussian Graphical
Models (GGM) [51] to represent the relationships between clinical
variables and the male and female baseline gene sets. An
intertwined, sparse LASSO (least absolute shrinkage and selection
operator) approach [52], which is able to handle large-scale data
and implemented in the R package simone [53], was employed to
ensure that the networks were inferred based on the assumption
that common functionality exists in both men and women. This
assumption is integrated in the GGM by means of a covariance
matrix that mixes the gender-specific covariance and the global
covariance over men and women together. The networks were set
to a density, the number of edges in the network divided by the
number of pairs of vertices (i.e. the number of possible edges), of
15%, which corresponds approximately to the maximum number
of edges to obtain a readable network. Dependency networks were
built using partial correlations as a measure of dependency and an
undirected GGM where the variables are connected if and only if
their partial correlation is significantly non zero. Unlike pairwise
measure of associations, such as Pearson correlation coefficients,
partial correlation provides a stronger criterion for dependency by
adjusting for confounding effects, and thus removes spurious
associations to a large extent. This is useful in order to integrate
multiple layers of information, as it filters out false positives by
discovering only high confidence direct interactions.
To study the dietary intervention, two networks were inferred to
model the relationships between log scaled ratios from baseline to
the end of LCD and from baseline to the end of WMD. A sparse
LASSO inference method, as implemented in the R package
simone [52], was used with the ‘‘AND’’ policy, which tends to
produce less false positive edges, and a 15% network density
constraint. The co-expression pattern networks were laid out using
the network analysis package Gephi (gephi.org) with the Fruchter-
man Reingold algorithm [54].
Supporting Information
Figure S1 Optimization of human adipose tissue total RNA
extraction. (a) Relation between adipose tissue weight and total
RNA amount. n=84. (b) Comparison of different adipose tissue
preparation and storage conditions (black bars, after 1 month
storage; open bars, after 1 year storage) on total RNA recovery :
immediate storage at 280uC (280uC), flash-freezing in liquid
nitrogen and storage at 280uC (N2), overnight incubation in
RNAlater RNA Stabilization Reagent (Qiagen) at 4uC and storage
at 280uC (RNA later), storage at 280uC in QIAzol Lysis Reagent
(QIAzol) and storage at 280uC after homogeneization in QIAzol
Lysis Reagent with ultra-Turax (Turax). n=4. (c) Effect of
duration of storage at 280uC on adipose tissue total RNA yield
with comparison of flash-freezing in liquid nitrogen before storage
(black bars) and storage in QIAzol Lysis Reagent (open bars).
n=3–15.
(TIF)
Figure S2 Validation of quantitative PCR normalization
methods. (a) Comparison of methods applied to the calibration
sample. Bar charts represent coefficient of variation of calibration
sample gene expression level using 4 different normalization
methods compared to the raw dataset. The quantile and rank-
invariant methods are compared to the delta Ct calculation with
the 18S, or GUSB, data from the corresponding preamplified
cDNA. (b) Comparison of methods applied to the whole dataset.
Bar charts represent coefficient of variation of calibration sample
gene expression level using 4 different normalization methods
compared to the raw dataset. The quantile and rank-invariant
methods are compared to the delta Ct calculation with the 18S, or
GUSB data from the corresponding preamplified cDNA. (c) GUSB
expression levels shown as cycle threshold across the 3 datasets (A,
B and C) related to the 3 groups of 96 genes of interest (95 genes
plus GUSB) respectively.
(TIF)
Figure S3 Flow chart of DiOGenes analyses. Individuals from
group A are those with gene expression data available at baseline,
at the end of the 8-week calorie restriction and at the end of the
26-week weight follow-up. Individuals from group B are those with
gene expression data available only at baseline. BAS: baseline,
LCD: low calorie diet, WMD: weight maintenance diet. MS:
metabolic syndrome. BMI: body mass index. SNP: single
nucleotide polymorphism. Dotted arrows represent the statistical
analyses output.
(TIF)
Figure S4 Exploratory analyses of adipose tissue gene expression
from 515 subjects at baseline. (a) Plots of PLS-DA (Partial Least
Square-Discriminant Analysis) used for explaining differences
between 180 men (black circles) and 335 women (open circles)
(R2 = 0.257; Q2= 0.259). (b) Plot of PLS-DA used for explaining
differences between 309 non-metabolic syndrome (grey triangles)
and 206 metabolic syndrome (black squares) individuals
(R2 = 0.270; Q2= 0.106).
(TIF)
Figure S5 Topology of the male and female networks at
baseline. A dependency network was constructed from selected
gene expression and bio-clinical data from 180 men (a) and 335
women (b). Each node is a gene or a bio-clinical parameter. Node
degree is indicated with node size. Node color indicates
betweenness centrality metric that measures how often a node
appears on shortest paths between nodes in the network, from red
(high level) to green (low level). Betweenness centrality indicates
influential nodes for highest values. The variables are connected
by an edge only if their partial correlation is significantly nonzero.
Edge thickness is proportional to the strength of correlation. Edge
color indicates positive (red) or negative (light green) correlation.
The orange ellipse indicates the lipogenic module.
(TIF)
Table S1 Methods for extraction of total RNA from human
adipose tissue. *: 0, degradation; 1, low purity with spurious
genomic DNA; 11, high quality based on 28 to 18S RNA ratio and
absence of genomic DNA. RNA quality was checked using
ethidium bromide stained agarose gels. Concentration was
determined using Nanodrop spectrophotometer. Values refer to
means 6 SEM.
(DOCX)
Table S2 Clinical and biological parameters of obese individuals
before dietary intervention. Values refer to means 6 SEM. *** p
,0.001, ** p,0.01, * p,0.1 between non-metabolic syndrome
(non-MS) and metabolic syndrome (MS) subjects as estimated using
linear mixed effect model ran separately for men and women with
metabolic syndrome status as fixed and centre as random effect. BMI
is body mass index [weight (kg)/height2 (m)]. SBP and DBP are,
respectively, systolic and diastolic blood pressures. HDL-C and LDL-
C are, respectively, high and low density lipoprotein-cholesterol. The
homeostatic model assessment (HOMA-IR) is method to assess
insulin resistance [glucose (mM) x insulin (mU/l)/22.5].
(DOCX)
Determinants of Human Fat Gene Expression
PLOS Genetics | www.plosgenetics.org 11 September 2012 | Volume 8 | Issue 9 | e1002959
Table S3 Description of target genes. Cell marker column refers
to the adipose tissue cell type.
(DOCX)
Table S4 Genes with opposite regulation during low calorie diet
and weight maintenance diet phases. A linear mixed effect model
was run separately for men and women with time point (clinical
investigation day, CID), weight at baseline and weight change as
fixed effect. Centre and subject were entered as random effect.
Diet was included as supplementary fixed effect in the model
investigating genes during weight maintenance diet. The regres-
sions equations tested without and with weight are displayed
below:
$ : Yidfckl~m zWeightfð ÞzCIDczCentrek=Subjectlz
eidfckl, with eidfckl&N(0,s2)
: Yidfckl~mzDietd zWeightfð ÞzCIDcz
Centrek=Subjectlzeidfckl, with eidfckl&N 0,s
2
 
Y is the log2 expression value for gene i, in subject l, and centre k.
The random term e represents the random error that was assumed
to be normally distributed. The Tukey HSD was used as post-hoc
test. The Benjamini-Hochberg procedure was used to control for
multiple testing. Only significant genes common to men and
women and weight-independent genes were selected. *: Values
refer to median mRNA level fold change from 311 subjects (107
men, 204 women).
(DOCX)
Table S5 Genes regulated at the end of the dietary intervention.
A linear mixed effect model was ran separately for men and
women with weight, clinical investigation day (CID) and diet as
fixed, and centre and subject as random effect. The regressions
equations tested without and with weight are displayed below:
Yidfckl~mzDietd zWeightfð ÞzCIDczCentrek=Subjectlz
eidfckl, with eidfckl&N(0,s2)
Y is the log2 expression value for gene i, in subject l, and centre k.
The random term e represents the random error that was assumed
to be normally distributed. The Tukey HSD was used as post-hoc
test. The Benjamini-Hochberg procedure was used to control for
multiple testing. Only significant genes common to men and
women and weight-independent genes are shown. *: Values refer
to median mRNA level fold change from 311 subjects (107 men,
204 women).
(DOCX)
Table S6 Markers of weight loss and weight regain during the
weight maintenance diet phase. *: Values refer to ratio of mean
mRNA level fold change from CID2 to CID3 between 31 women
who gained (Regain) and 29 who lost (Loss) at least 50% of the
weight lost during calorie restriction. £: Values refer to median
mRNA level fold change between CID2 and CID3 in 31 women
who gained at least 50% of the weight lost during calorie
restriction. 1: Values refer to median mRNA level fold change
between CID2 and CID3 in 29 women who continued to lose at
least 50% of the weight lost during calorie restriction. A linear
mixed effect model was ran separately for men and women with
weight, CID and diet as fixed, and centre and subject as random




eidehkl with eidehkl&N 0,s
2
 
CID3/CID2Expression is the log2 expression value for gene i, in
subject l, and centre k. The random term e represents the random
error that was assumed to be normally distributed. The Tukey
HSD was used as post-hoc test. The Benjamini-Hochberg
procedure was used to control for multiple testing. CID1, CID2
and CID3 are, respectively, clinical investigation days at baseline,
after the 8-week calorie restriction and after the 26-week weight
maintenance diet.
(DOCX)
Table S7 Sexual dimorphism of adipose tissue gene expression
in 515 obese individuals. A linear mixed effect model was ran with
gender as fixed and centre as random effect. The regression
equation tested without and with fat mass (% of body weight) is
displayed below:
Yiskl~mzGenders z%Fat Masssð Þz
Centrekzeiskl with eiskl&N(0,s2)
Y is the log2 expression value for gene i, in subject l, and centre k.
The random term e represents the random error that was assumed
to be normally distributed. The Tukey HSD was used as post-hoc
test. The Benjamini-Hochberg procedure was used to control for
multiple testing. Only genes consistently significant among all
phases of the dietary intervention were considered (see Figure S3).
Bold indicates genes which sexual dimorphism is influenced by fat
mass. *: Values refer to ratio of mean mRNA levels at baseline
between 180 men and 335 women.
(DOCX)
Table S8 Differential adipose tissue gene expression according
to presence and absence of metabolic syndrome in 515 obese
individuals. P-value between non-metabolic syndrome and
metabolic syndrome subjects as estimated using linear mixed
effect model ran separately for men and women with metabolic
syndrome status as fixed and centre as random effect, Tukey HSD
as post-hoc test and Benjamini-Hochberg to control for multiple
testing. The regression equation tested is displayed below:
Yijkl~mzMSjzCentrekzeijkl with eijkl&N(0,s2)
Y is the log2 expression value for gene i, in subject l, and centre k.
The random term e represents the random error that was assumed
to be normally distributed. MS and non-MS are, respectively,
subjects categorized according to the occurrence of metabolic
syndrome [11], or not. The Tukey HSD was used as post-hoc test.
*: Values refer to ratio of mean mRNA levels between metabolic
syndrome (92 men, 114 women) and non-metabolic syndrome (88
men, 221 women) subjects at baseline (see Figure S3).
(DOCX)
Table S9 Obesity-related genes in women along the dietary
intervention. Values refer to ratio of mean mRNA level from
highest and lowest BMI decile subjects in 204 women from group A.
CID1, CID2 and CID3 are, respectively, clinical investigation days
at baseline, after the 8-week calorie restriction and after the 26-week
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weight maintenance diet. A linear mixed effect model was run with
BMI as fixed and centre as random effect at each time point. Diet
was entered as supplementary fixed effect in the model investigating
genes during weight maintenance diet. The regressions equations
tested without and with change in BMI are displayed below:
at CID1 and CID2 : Yikl~mzBMIlzCentrekz
eikl with eikl&N(0,s2)
at CID3 : Yidkl~mzDietdzBMIlz
Centrekzeidkl with eidkl&N(0,s2)
Y is the log2 expression value for gene i, in subject l, centre k and
Diet d. The random term e represents the random error that was
assumed to be normally distributed. The Benjamini-Hochberg
procedure was used to control for multiple testing.
(DOCX)
Table S10 Genes selected for network analysis at baseline.
(DOCX)
Table S11 Lipogenic and glycolytic genes selected for network
analysis during dietary intervention. Genes were selected as part of
the lipogenic module observed in Figure S5 with other genes
encoding proteins involved in lipogenesis or glucose metabolism.
(DOCX)
Table S12 SNPs showing associations with adipose tissue gene
expression at baseline. Gene expression data were log transformed.
Association of 2953 SNPs with gene expression was tested at
baseline in 422 individuals (148 men and 274 women) using a
linear mixed model with gender (and BMI) as fixed and centre
(and diet) as random effect assuming a linear log-additive allele-
dose effect with each SNP coded 0, 1 and 2 according to the
number of minor alleles an individual carries (0 =wild-type,
1 = heterozygote, 2 = homozygote). The regression equation
displayed below was tested without then with BMI:
Yijkl~mzGenderg zBMI CID1ið ÞzSNPsjz
Centrekzeijgk, with eijgk&N(0,s2):
Y is the log2 expression value for gene i, in subject l, and centre k.
The random term e represents the random error that was assumed
to be normally distributed. Gender difference between genotype
distribution was investigated using a chi2 test to test the
independence between the people belonging to the individual
and the value criteria. For regression expected values .5, the non-
parametric Fisher’s exact test was used. The Benjamini-Hochberg
procedure was used to control for multiple testing. CID1 is clinical
investigation day at baseline.
(DOCX)
Table S13 Significativity of SNP association with adipose tissue
gene expression along the dietary program. To test the validity of
the association of the SNPs significant at CID1 with gene expression
along the dietary program, a linear mixed model was ran with gene
expression data at CID1, CID2 and CID3 according to the
regression equations displayed below. Each SNP was evaluated
under a log additive model assuming a linear allele-dose effect
(0=Wild-type, 1 = heterozygote, 2= homozygote). The regression
equations were tested without then with BMI.
 : Yijkl~~mzGendergz BMI CID1CID2ið ÞzSNPsjz
Centrekzeijgk with eijgk&N 0,s2
 
,




eijgkl with eijgkl&N 0,s2
 
,
n~261 88 men, 173 womenð Þ:
   : Yijkl~mzDietlzGenderg
z BMI CID1CID3ið ÞzSNPsjz
Centrekzeijgkl with eijgkl&N(0,s2),
n~269 91 men, 178 womenð Þ:
Y is the log2 expression value for gene i, in subject l, and centre k.
The random term e represents the random error that was assumed
to be normally distributed. The Benjamini-Hochberg procedure
was used to control for multiple testing. CID1, CID2 and CID3 are,
respectively, clinical investigation days at baseline, after the 8-week
calorie restriction and after the 26-week weight maintenance diet.
(DOCX)
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Article n°2: Montastier E, International Journal of Obesity (soumis) Adipose tissue signatures 
related to weight changes in response to calorie restriction and subsequent weight maintenance 
using lipidome and gene profiling network analysis 
Parmi les études «-omiques », la lipidomique est l’une des plus récentes des études globales 143. 
Elle est définie comme l’analyse qualitative, quantitative et globale de toutes les espèces 
lipidiques d’un système biologique donné 144. La lipidomique du tissu adipeux humain offre 
l’opportunité unique de mener des investigations très sensibles et précises sur des dizaines 
d’espèces lipidiques en parallèle. Dans le cas du programme DIOGenes, comme vu plus haut, 
nous avons caractérisé l’expression de 271 transcrits du tissu adipeux, et nous avons également 
pu déterminer la composition en acides gras du tissu adipeux parmi 214 sujets de DiOGenes. 
Nous disposions donc à chaque journée d’investigation clinique (en basal, après la phase active 
d’amaigrissement et après la phase de maintien) de 3 jeux de données : des données d’expression 
génique, des données de lipidomique et des données clinico-biologiques. Comme dans notre 
précédent travail, nous avons montré que le sexe des patients influence l’expression des gènes du 
tissu adipeux sous-cutané, nous nous sommes concentrés sur les femmes, soit 135 sur 214 sujets. 
De plus, nous avons choisi d’étudier la phase de suivi pondéral (après la phase de restriction) en 
stratifiant selon les changements de poids : l’effectif a donc été divisé en 3 groupes : 51 femmes 
qui reprennent du poids, 39 qui stabilisent leur poids et 45 femmes qui continuent à en perdre. 
Afin de mieux comprendre les relations entre ces 3 jeux de données, nous avons opté pour une 
analyse de réseaux. Un modèle graphique gaussien a été utilisé pour évaluer les corrélations 
partielles au sein de chaque set de variables et des analyses canoniques régularisées ont été faites 
pour établir les relations entre chaque set de variables de façon appariée. Pour mieux faire 
ressortir la macrostructure des réseaux, une classification des principaux sommets a été réalisée. 
L’analyse de réseaux n’est pas simple et il a fallu mettre en place une méthodologie d’analyse et 
hiérarchiser les objectifs : 
• Examiner les caractéristiques du réseau au départ (avant l’intervention diététique). 
• Etudier les perturbations du réseau lors des variations de poids. 
– rechercher les structures stables  et repérer les nouvelles relations 
– Analyser les acteurs de chaque structure:  
• Paramètre clinique (facteur associé à une complication de l’obésité) 
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• acides gras (leur nature, chaine courte ou longue, degré de désaturation) 
• ARNm (fonction, voies biologiques impliquées) 
Devant la multitude de données à disposition, l’autre difficulté a été de présenter les résultats de 
façon synthétique et d’en retirer un message clair. Autrement dit, tout l’art réside en diminuer le 
bruit de fond.  
Finalement, ce qui demeure constant à chaque journée d’investigation clinique et ce, quel que soit 
le statut pondéral, est la relation entre les gènes précédemment identifiés comme étant 
caractéristiques du syndrome métabolique et le tour de taille.  
De façon totalement inattendue, une forte corrélation entre l’acide myristoléïque (C14 : 1 n-5) du 
tissu adipeux et les transcrits de la lipogenèse de novo a été observée après la phase de restriction 
calorique et après la phase de suivi chez les femmes qui continuent à perdre du poids. Au 
contraire, les femmes qui reprennent du poids montrent un profil d’expression de gènes de leur 
tissu adipeux impliqués dans des voies à caractère « anabolique » : facteurs de croissance, 
angiogenèse et prolifération cellulaire. 
Les résultats concernant l’expression des gènes ne sont pas surprenants. La présence des gènes 
AZGP1 et CCL3 connectés au tour de taille dans les réseaux à chaque journée d’investigation 
clinique et indépendamment de l’évolution du poids est ce que nous avions déjà observé dans la 
précédente étude qui impliquait finalement les mêmes patients. L’élément nouveau est plutôt la 
non implication des acides gras dans cette relation, particulièrement chez les sujets qui reprennent 
du poids après la phase de suivi. Chez les sujets qui continuent à perdre du poids, 3 acides gras 
poly-insaturés à longue chaine sont associés au tour de taille.  
Ce que nous ne nous attendions pas à observer était la présence de cet acide myristoléïque 
uniquement lors de la perte de poids et qui est associé à des gènes de la lipogenèse de novo et aux 
gènes codant pour les désaturases (SCD, FADS1 et FADS2).  Cet acide gras est en effet 
quantitativement minoritaire dans le tissu adipeux 
98
 et il y a peu de données dans la littérature à 
son sujet. Il est aussi peu présent dans le milieu naturel. L'une des sources principales de cet acide 
gras est l'huile des graines de myristicacées, une famille de plantes qui comprend notamment le 
muscadier (donnant la noix de muscade, épice très utilisée en cuisine), certaines de ces huiles 
étant constituées à près de 30 % d'acide myristoléique. 
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Cet acide gras est obtenu par la désaturation de l’acide myristique (C14 : 0) par la stéaroyl CoA 
désaturease (SCD) en position Δ9 98. La SCD agit de la même façon sur le stéarate (C18 : 0) et le 
palmitate (C16 : 0), mais sa spécificité pour son substrat, calculée dans une étude où la SCD est 
extraite de microsomes de foie de rats, est supérieure pour le stéarate et le palmitate par rapport 
au myristate 
145
. C’est probablement la raison pour laquelle, dans la plupart des études, l’activité 
de la SCD est estimée par les ratios C18 : 1 n-9/C18 : 0 ou C16 : 1 n-7/C16 : 0, jamais par le ratio 
C14 :1 n-5/C14 : 0. Dans les études faites chez l’homme, il y a beaucoup d’approximations 
concernant l’activité de la SCD : le calcul des ratios n’est jamais validée par une mesure directe 
de l’activité de l’enzyme et ce ratio a été calculé à partir d’acides gras issus de pool lipidiques 
très différents rendant ainsi les comparaisons difficiles entre les études 
146
. De plus, si les études 
chez la souris ont beaucoup aidé à la compréhension du rôle physiologique de cet enzyme, il n’est 
pas du tout certain que les résultats soient transposables chez l’homme : comme nous l’avons vu 
plus haut, l’activité de la SCD est étroitement liée à la lipogenèse de novo qui est très minoritaire 
dans le tissu adipeux humain (contrairement à la souris).  
Une association entre le ratio C18 : 1 n-9/C18 : 0 dans le tissu adipeux glutéal 
136
 et abdominal 
147
 
et résistance à l’insuline a été retrouvée mais pas avec le ratio C16 : 1 n-7/C16 : 0. Il en est de 
même concernant l’obésité : le ratio C18 : 1 n-9/C18 : 0 est plus élevé dans un groupe de patients 
obèses de grade 3 comparé aux sujets minces, or cette relation avec l’obésité n’est pas retrouvée 
pour le ratio C16 : 1 n-7/C16 : 0 
148. Gong et al. ont retrouvé dans d’autres travaux que les 2 




Le palmitoléate et l’oléate, tous deux principaux produits de la SCD, sont eux plus intéressants, 
car plus représentés dans le tissu adipeux (4% et 45%, respectivement dans nos données). Le 
palmitoléate a reçu beaucoup d’attention ces dernières années, surtout depuis 2008, où un travail 
de Cao et al. a montré dans un modèle murin que cet acide gras pouvait agir comme une lipokine 
150
. Depuis lors, beaucoup d’études sont parues pour tenter d’établir des relations entre le niveau 
de palmitoléate dans les tissus ou les lipides plasmatiques et les maladies métaboliques chez 
l’homme et l’obésité 149, 151, la résistance à l’action de l’insuline 152, 153 et le diabète 154, 155. Le 
problème dans l’interprétation de ces données est le même que pour la SCD : le taux de 
palmitoléate est mesuré dans des fractions lipidiques très diverses de différents tissus et dans 
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Concernant le palmitoléate circulant (plasmatique), certaines études montrent un effet bénéfique 
sur le profil métabolique et d’autres études un effet délétère. Pinnick et al. 152 ont retrouvé une 
corrélation positive entre les taux plasmatiques de palmitoléate dans le pool circulant d’acides 
gras libres et la sensibilité à l’insuline, comme dans les travaux de Stefan et al. 157.  Au contraire, 
Fabbrini et al. n’ont pas retrouvé de telle relation entre le taux de palmitoléate dans le pool 
d’acides gras libres plasmatiques ni dans les VLDL et triglycérides entre des individus obèses 
sensibles à l’action de l’insuline et des individus obèses résistant à l’insuline 158. 
Dans le tissu adipeux humain, une corrélation positive entre la composition en acides gras du 
tissu adipeux glutéal et la sensibilité à l’insuline (évaluée par clamp euglycémique) dans une 
cohorte de près de 800 hommes adultes (tout IMC confondus) 
142
. Notons que cette différence de 
localisation est importante à relever car le contenu en palmitoléate est supérieur dans le tissu 
adipeux glutéo-fémoral comparé à la région sous-cutanée abdominale 
152
. 
Dans nos travaux, nous espérions par cette approche apporter de nouveaux éléments dans ces 
différents débats or le palmitoléate n’est jamais apparu comme un sommet important, d’une part 
et d’autre part, nous n’avons pas rentré dans nos réseaux, les données « calculées » tels que les 
ratios sensés estimer l’activité de la SCD, et le HOMA-IR, nous avons les acides gras seuls et 
l’insulinémie et la glycémie à jeun. En basal, le palmitate est relié positivement à l’insulinémie à 
jeun (et pas à la glycémie) et le reste après la phase de LCD. Dans la phase de suivi, il est présent 
dans les mêmes clusters que le myristoléate et également corrélé positivement aux gènes des 
désaturases chez les femmes qui continuent à perdre du poids. De plus, myristoléate et palmitate 
sont eux-mêmes positivement corrélés entre eux. Donc cela peut plaider pour une certaine 
proximité dans leurs rôles dans le métabolisme.  
La question de savoir si le ratio C14 : 1 n-5/C14 : 0 peut également être un bon reflet de l’activité 
de la SCD reste en suspend. Néanmoins, de façon indépendante aux analyses de réseaux, nous 
avons fait une corrélation de Pearson entre le niveau d’expression du gène SCD1 et les ratios 
calculés par les 3 couples à 14, 16 et 18 atomes de carbone. Avant le début de l’intervention, c’est 
le ratio C14 : 1 n-5/C14 : 0 qui a le plus fort coefficient de corrélation : r=0.405 (p<0.0001), 
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contre 0.299 pour le ratio C16 : 1 n-7/C16 : 0 (r=0.299, p<0.0001), la corrélation n’est pas 
significative avec le ratio C18 : 1 n-9/C18 : 0. Après le LCD, les coefficients de corrélations sont 
quasiment égaux pour les ratios C14 : 1 n-5/C14 : 0 et C16 : 1 n-7/C16 : 0 : r=0.268 et r=0.264, 
respectivement (p=0.002). Après la phase de suivi, la relation SCD1 et ratio C14 : 1 n-5/C14 : 0 
n’existe plus que pour les femmes qui continuent à perdre du poids (r=0.463, p=0.001), idem 
pour la relation C16 : 1 n-7/C16 : 0 (r=0.315, p=0.035). Notons toutefois que ce ratio C16 : 1 n-
7/C16 : 0 est supérieur à ce qu’avait retrouvé Pinnick et al. dans les mêmes conditions, chez les 
femmes : r=0.23, non significatif. Chez les hommes, en revanche, l’auteur retrouvait : r=0.64, 
p=0.005 
152
. Les effectifs étaient dans ce travail bien inférieurs (28 hommes, 20 femmes) à ce 
dont nous disposons dans le nôtre. 
Les activités estimées par les ratios C14 : 1 n-5/C14 : 0 et C16 : 1 n-7/C16 : 0 sont également 
fortement corrélés entre elles à chaque phase du protocole (r>0.9), plaidant, dans ce dépôt de 
tissu adipeux et chez ces femmes obèses ou en surpoids, d’une relative interchangeabilité de ces 2 
ratios pour estimer l’activité de la SCD, même si le ratio C14 : 1 n-5/C14 : 0 semble légèrement 
meilleur en basal. 
Pour conclure, une augmentation de l’expression et de l’activité de la SCD est retrouvée dans un 
bon nombre de modèles et dans des situations de risque métabolique aggravé (obésité, résistance 
à l’insuline…). Pour autant, cela ne signifie pas un lien de causalité entre SCD et maladies 
métaboliques. Cette remarque s’applique également à ce travail : ce que nous avons observé dans 
nos études de réseaux restent des associations entre différents paramètres et ne préjugent en rien 
de leur nature causale. Ces approches sans a priori ont toutefois le mérite de soulever des 
questions auxquelles nous n’aurions pas pensé,  telles la question du myristoléate. Il semble qu’il 
puisse être utilisé pour estimer l’activité de la SCD, en tout cas de la même façon que ne le ferait 
le ratio C16 : 1 n-7/C16 : 0. D’autres questions restent en suspens : quelle est la relevance de 
cette association entre myristoléate et expression génique des désaturases uniquement chez les 
femmes qui perdent du poids, d’autant plus que l’activité de la SCD estimée par les ratios C14 : 1 
n-5/C14 : 0 et C16 : 1 n-7/C16 : 0 diminuent également dans ce même groupe (figures 
supplémentaires de l’article)? Est-ce seulement une adaptation physiologique à la perte de masse 
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ABSTRACT    29 
Background/Objectives: Maintenance of weight loss remains an obstacle in successful 30 
treatment of obese individuals. The long term impact of calorie restriction on adipose tissue 31 
biology is poorly characterized. Molecular and lipid markers of these processes may provide 32 
wider understanding in the mechanisms underlying weight control.We aimed at identifying 33 
relevant relationship between clinical traits, clusters of genes and adipose tissue (AT) fatty 34 
acids (FAs) with respect to low calorie diet (LCD) and subsequent weight maintenance. 35 
Subjects/Methods: AT FAs and gene expression profiling were analyzed in 135 obese 36 
women at baseline, after an 8-week LCD and after 6 months of weight maintenance diet. 37 
After LCD, individuals were stratified into 3 groups according to weight change during the 38 
second phase of maintenance. A combination of network inference using partial correlation 39 
under a Graphical Gaussian Model and regularized canonical analysis was performed 40 
followed by node clustering. 41 
Results: Whatever the nutritional stages, waist circumference was correlated with metabolic 42 
syndrome transcripts independently of weight change. After LCD, a strong positive 43 
relationship between AT myristoleic acid content and de novo lipogenesis (DNL) mRNAs 44 
was found. This relationship was also observed after weight maintenance, in individuals that 45 
continued to lose weight. By contrast, women regaining weight showed an increase in growth 46 
factors, angiogenesis and proliferation signaling.  47 
Conclusions: AT showed both constant and phase-specific biological signatures in response 48 
to dietary intervention. As distinctive signatures, the central role of AT myristoleic acid 49 
content and DNL gene expression in individuals losing weight may account for beneficial 50 
effects of body weight loss. By contrast, the specific signature in individuals with weight 51 
regain suggests unfavorable cell proliferation.  52 
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INTRODUCTION  56 
The main function of adipose tissue (AT) is to store excess energy as triglycerides and 57 
to release FFAs for other tissues during periods of energy demand. AT also release numerous 58 
peptidic/proteic and lipidic factors with signaling functions 1-3. Obesity is characterized by an 59 
excess fat mass with deleterious health consequences. AT expansion results in dysfunctional 60 
FFAs release and imbalance in production of anti/pro-inflammatory mediators 4. Most of the 61 
obesity-related metabolic disturbances are reversible with weight loss 5. However in obese 62 
individuals, weight fluctuations are frequent since individuals involved in dieting-induced 63 
weight loss are often unsuccessful at long last, partly due to energetic and metabolic 64 
adaptations 6, 7. Adaptations occurring in AT during dietary weight management programs 65 
remain unclear especially regarding weight control after dieting8.  66 
Transcriptome studies have proved great potential in clarifying the role of AT biology 67 
with respect to response in weight controlling trials 9. However, analyses based on single 68 
omics often do not provide enough information to understand biology. The integration of 69 
multiple omics may give a better understanding of a biological system as a whole. Global 70 
network-based approaches authorize multiple datasets analyses and carry the advantage of 71 
highlighting functionally related pathways and biological entities of potential relevance as 72 
hubs 10. The FA composition of AT reflects balance between exogenous FAs from diet, 73 
triglyceride hydrolysis/synthesis and FA synthesis from glucose-derived acetylCoA, so-called 74 
de novo lipogenesis (DNL). Studies on FA composition during weight control trials are scarce 75 
11, 12. Low C16:1 n-7 (palmitoleic acid) and C14:1 n-5 (myristoleic acid) may predict 76 
favorable weight control outcome 13. To our knowledge, studying human AT gene expression 77 
and FAs from a systems biology point of view has been reported at baseline but not during 78 
long-term dietary intervention (DI) 14-16. 79 
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Here, we aimed at revealing the characteristics of AT biological networks relevant to 80 
clinical traits during a DI including calorie restriction and long-term ad libitum follow-up 81 
after weight loss. The global AT networks were analyzed using FAs, mRNA levels, clinical 82 
risk factors and biochemical markers according to weight changes in the same individuals. 83 
Our purpose was to identify common as well as differential signatures with relationship to 84 
bio-clinical factors. The identification of novel AT features associated with weight regulation 85 




SUBJECTS AND METHODS 90 
 91 
Study design and subjects 92 
Data presented in this paper were collected as part of the DiOGenes study, a Pan-93 
European randomized DI trial investigating the effects of diets with different content of 94 
protein and glycemic index on weight-loss maintenance and metabolic and cardiovascular risk 95 
factors after a phase of calorie restriction, in obese/overweight individuals (www.diogenes-96 
eu.org). A detailed description of the DiOGenes intervention trial and main outcomes can be 97 
found in 17, 18. Briefly, after an active weight loss phase of 8-wk low calorie (3.3-4.2 MJ/d) 98 
diet (LCD) using commercial meal replacements day (Modifast, Nutrition et Santé) with the 99 
objective of ≥ 8% weight loss, the successful individuals were randomized into one of five ad 100 
libitum weight maintenance diets (WMD) for 6 mo: 4 diets combining high and low protein 101 
content with high and low glycemic index of carbohydrates and a control diet according to 102 
National dietary guidelines on healthy diets. During WMD, the individuals were provided 103 
dietary instruction plus free foods (2 centres) or received dietary instruction (6 centres). 104 
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Dietary intake was assessed at screening, four weeks after the beginning and at the end of 105 
WMD.  The subjects were asked to complete a 3-d weighed food record, including 2-wk days 106 
and 1 week-end day. Dietary records were validated by a nutritionist. Clinical investigations 107 
including subcutaneous AT biopsies were performed at baseline (BAS) and at the end of each 108 
phase. All procedures were standardized between the 8 study centers across Europe (17).  109 
 110 
Adipose tissue study 111 
Biopsy samples were stored at -80°C until total RNA and FA extractions. The lipid 112 
fraction was extracted from the fat cake produced during total RNA extraction as described in 113 
13. FA composition of lipid fraction was performed using gas chromatography as described in 114 
13. After RNA extraction high throughput gene expression study was performed as described 115 
in 19.  Briefly, the mRNA levels of a panel of 221 genes (Supplementary Table 1) selected 116 
from previous published and unpublished DNA microarray analyses on small groups of 117 
individuals were determined as described in 19. A subgroup of the DiOGenes cohort was 118 
selected based on the availability of the FA and gene profiling quality data. Here, among the 119 
214 individuals with both AT gene expression and FA content available at all steps of the DI, 120 
i.e. BAS, LCD and WMD, only women were studied (n=135). After LCD, the women were 121 
classified into 3 separate groups according to weight maintenance score during WMD used in 122 
20, calculated by dividing body weight variations during WMD by weight loss during LCD. 123 
For weight regainers (WR), the proportion of weight loss regained is >0 (n=51). For 124 
continued weight losers (WL), this value is <0 (n=45). Individuals with null value were 125 
classified as stable weight (WS, n=39). 126 
 127 




Data were first analyzed by multivariate statistical methods using principal component 130 
analysis to detect center or diet group biases and mean-centered transformed if needed. 131 
Gaussian distribution of data was tested using the Kolmogorov–Smirnov test and log 132 
transformed adequately. Differences in clinical data, mRNA and FAs between BAS, end of 133 
LCD and end of WMD were tested using one-factor repeated measure ANOVA with 134 
Bonferroni post-hoc test. The differences between each group (WL, WR and WS) at each step 135 
of the DI were tested with one-factor ANOVA and Bonferroni post-hoc test. Analyses were 136 
performed with SPSS Statistics 17.0 software (SPSS Inc., Chicago, Ill). 137 
 138 
Network analysis 139 
A sparse Graphical Gaussian Model (GGM, 21) was used to estimate partial 140 
correlations in each set of variables (bio-clinical, FAs and mRNA level) and regularized 141 
canonical correlation analysis (CCA, 22, 23) was used to assess links between paired sets of 142 
variables.  Unlike simple correlation, partial correlation is a mean to assess direct correlations 143 
between pairs of variables, independently of the other variables. Adding a regularization 144 
parameter to the estimated covariance matrices, both in GGM and in CCA, allowed us to 145 
obtain sparse relationship estimations that is only the most important links between pairs of 146 
variables. To stress out the macro-structure of the network, a spin-glass model and simulated 147 
annealing were used to obtain a vertex clustering 24.  Graphs were laid out using force-based 148 
algorithms in Gephi0.8.2 software (gephi.org, 25, 26). Nodes' colors indicate betweenness 149 
centrality, a measure that counts how often a node appears on shortest paths between two 150 
other nodes in the network. Betweenness centrality indicates nodes that are the most likely to 151 
disconnect the network if removed. Betweenness is represented by a diverging color gradient 152 
in which the red nodes have the highest betweenness and the green nodes the lowest. The 153 
variables are connected by an edge only if they have been selected by the sparse estimation. 154 
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For valid comparison between groups of elements that have very different scale of 155 
correlations, the sparsity degree used to estimate each subgraph (within variables of the same 156 
sets or between variables belonging to two different sets) was set to give an equal number of 157 
edges and nodes. Edge thickness is proportional to the strength of the correlation (CCA) or of 158 
the partial correlation (GGM) but should only be compared for a given set of estimation (i.e., 159 
partial correlation strength between two pairs of genes can be compared but should not be 160 
compared to correlation between a gene and a FA or a bio-clinical parameter).  161 
The biological functions represented by mRNAs from each cluster were searched 162 
using Ingenuity Pathways Analysis (IPA) software version 7.5 (Ingenuity Systems, Redwood 163 
City, CA). The significance of canonical pathways was tested using the Fisher Exact test with 164 





Anthropometrical, bio-clinical and dietary intake data  170 
Baseline anthropometric and clinical characteristics of the 135 women are displayed in 171 
Table 1. Individuals were classified into 3 groups according to weight changes during WMD. 172 
At baseline, women from WL group had higher weight and BMI than those from WS groups 173 
(Table 2). Weight loss induced by LCD was similar in the 3 groups. Adiponectin was lower at 174 
baseline in WR group compared to WL and WS groups. During LCD, there was no intergroup 175 
difference in bio-clinical changes, except weight that remained lower in WS than in WL 176 
group. The mean weight loss was 10.2± 0.2 kg. All parameters improved except plasma 177 
fructosamine and adiponectin. During WMD, women from WL group lost 7.0 ± 0.4 kg 178 
compared to the end of LCD and those from WR group regained 5.0 ± 0.4 kg. Adiponectin 179 
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improved during WMD only in WL group. There was no difference regarding age, center or 180 
weight maintenance diet composition between groups (data not shown). There was no 181 
intergroup difference in changes in dietary intake along DI (Supplementary Figure 1).  182 
 183 
Adipose tissue gene expression and fatty acid content 184 
Among the 221 mRNA of interest, 156 genes were down-regulated during LCD. The most 185 
representative pattern was a down-regulation during LCD and up-regulation during WMD. 186 
The most representative genes, in the 3 groups, encoded enzymes for different steps of FA 187 
synthesis (Supplementary Figure 2).  188 
Supplementary Figure 3 displays changes in FA composition (A, B, C) and SCD activities 189 
(D). AT from WL women had higher percentages of PUFAs compared with other groups 190 
along all steps of DI. During LCD, SFAs, except C18:0 (stearic acid), decreased. C18:1 n-9 191 
(oleic acid) was the only FA which content increased. After WMD, the AT from WL and WS 192 
women had similar FA profile than after LCD. In the WR group the variation in FA content 193 
mirrored changes observed during LCD, and the greatest changes were an increase in C12:0 194 
(lauric acid), C14:0 (myristic acid) and C14:1 n-5 and a decrease of C18:1 n-9 percentages. 195 
SCD activities assessed using C14:1 n-5/C14:0, C16:1 n-7/C16:0 and C18:1 n-9/C18:0 ratios 196 
showed no difference at BAS and after LCD. At the end of WMD, C14:1 n-5/C14:0 and 197 
C16:1 n-7/C16:0, but not C18:1 n-9/C18:0, were higher in WR compared to WL group. 198 
 199 
Adipose tissue network analysis  200 
At baseline 201 
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Before LCD, FAs, mRNAs and bio-clinical data from the 135 women formed a 202 
network with insulin and C18:1 n-9 as nodes with highest centrality (Supplementary Figure 203 
4). To stress out the macro-structure of the network, a vertex clustering was performed. 204 
Among 14 clusters, 9 with more than 6 vertices were detected. Waist circumference, insulin 205 
and C18:1 n-9 were central nodes of 3 of the modules containing at least 2 types or variables 206 
(bio-clinical, FAs or mRNAs) (Figure 1A). The module centered on waist circumference 207 
(WC) and HDL showed respectively positive and negative correlations with genes involved in 208 
an “Immune_Response” gene expression IPA signature (CD163, CCL3, CCL19, C1QC, C2, 209 
IL10 and FCGBP). Adiponectin was negatively connected to part of these immune response 210 
genes and C18:1 n-7 (vaccenic acid).  Among genes negatively connected to WC were 211 
AZGP1 and GPD1L, whose lower expression in AT from metabolic syndrome (MetS) 212 
individuals was previously described 19. The insulin-centered cluster contained plasma 213 
glucose and mRNA encoding proteins involved in “Adhesion_and_Diapedesis” as major 214 
canonical pathway according to IPA analysis. This included various cytokines (CCL2, 215 
CCL18) and metalloproteases (MMP9, MMP19) with positive correlation to fasting insulin. 216 
Most of these genes were negatively linked to C18:0 and positively linked to C16:1 n-7. 217 
Insulin and c18:0 were respectively negatively and positively connected to SIRT1, encoding a 218 
histone deacetylase that was positively linked to a series of transcripts including SCL19A2, 219 
TWIST1 and SPTAN1. The most significant mRNA signature of the module centered on 220 
C18:1 n-9 was “Fatty_Acid_Biosynthesis”. Transcripts of this path included all desaturases 221 
(SCD, FADS1 and FADS2), ALDH6A1 and ACSL1. Like AACS and LPIN1, two other 222 
transcripts involved in lipid metabolism, all transcripts but ALDH6A1 were positively and 223 
negatively connected to C14:1 n-5 and C18:1 n-9, respectively.  224 
Effect of an 8-week active weight loss  225 
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After LCD, the graph had a similar shape (Supplementary Figure 5). Vertex clustering 226 
detected 10 modules of which 7 had more than 6 nodes. Figure 1B displays the 4 modules 227 
with at least 2 types of variables. Central nodes were WC, C14:0, C18:2 n-6 (linoleic acid) 228 
and C14:1 n-5. The module with WC as central vertex also included BMI as high centrality 229 
node. The most significant mRNA signature was “Adhesion_and_Diapedesis”. Transcripts 230 
from this signature (CCL2, CCL3, CCL18, CCL19, FN1 and MMP19) were all positively 231 
connected to WC, except MMP19. CCL3 and AZGP1 were positively connected to WC 232 
whereas GPD1L was negatively connected to this abdominal adiposity marker. In this 233 
module, C16:1 n-7 was negatively connected to GPD1L and positively to anthropometric 234 
parameters, plasma triglycerides and insulin.  The C14:1 n-5 centered module encompassed 235 
genes involved in “Fatty Acid Biosynthesis” (SCD, FADS1 and FADS2) as well as SLC2A4, 236 
FASN, SREBP1, PNPLA2 and PNPLA3 in a positive manner. Of note, all of these genes were 237 
significantly down-regulated during LCD. The C14:0 centered module also contained 238 
adiponectin as central node. The most significant mRNA signature was 239 
“Growth_Hormone_Signaling”. The transcripts from this signature (GHR, IGF1, IRS1, and 240 
MAPK3) were all positively connected to 3 SFAs, i.e. C12:0, C14:0 or C18:0 as well as to 241 
adiponectin. TWIST1 and SCL19A2 remained positively connected. The C18:2 n-6 centered 242 
module mostly contained transcripts with negative relationship to this FA. These transcripts 243 
included those encoding proteins involved in triglyceride metabolism (LIPE, DGAT1, DGAT2 244 
and AGPAT1).   245 
 246 
After 6 months weight maintenance diet 247 
Global networks are presented in Supplementary Figures 6, 7 and 8. Vertexes 248 
classification was performed and the most important heterogeneous clusters with more than 6 249 
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nodes are presented in Figure 2. Since WS group showed intermediary phenotype, we focused 250 
on WR and WL groups. Networks for WS group are presented in Supplementay Figure 9. 251 
Individuals regaining weight 252 
 Of 12 modules, classification detected 5 heterogeneous clusters of interest. As 253 
displayed in Figure 1A, the WC and systolic blood pressure centered module showed negative 254 
relationship of these nodes with a “Sucrose, Serotonin and Adrenalin Degradation” IPA 255 
signature made of ADHFE1, ALDOB, ALDOC, C2 and MAOA. These central nodes were also 256 
negatively connected to AZGP1 and GPD1L and positively to IL10. In the C14:1 n-5  257 
centered module, the most significant mRNA signature was “Cancer_Signal” mainly 258 
represented by transcripts up-regulated during WMD, i.e. CCND1, CYCS, E2F4, ITGB2, and 259 
MAPK3.  C16:1 n-7 was another central node positively connected to C14:1 n-5. The module 260 
converging on fructosamine showed no FA but a “Growth_Hormone_Signaling” mRNA 261 
signature that included IRS1, FGF2, IGF1 and GHR, the 2 former transcripts being 262 
significantly up-regulated during WMD in the WR group and the latter positively connected 263 
to fructosamine via FGF2. Of note, the subnetwork composed of SIRT1, TWIST1, SLC19A3 264 
and SPTAN1, and observed at baseline, was part of this module and positively connected to 265 
fructosamine. Two modules were centered on SFAs. The first one focused on C18:0 and 266 
contained a large array of PUFAs plus C18:1 n-9 which amount significantly decreased 267 
during WMD, exclusively in WR group. The most significant mRNA signature was 268 
“Adhesion_and_Diapedesis” (CCL18, CCL19, CCL3 and IL1RN). The second cluster was 269 
centered on C14:0 which was positively connected to C16:0 (palmitic acid) and C12:0. The 270 
most significant mRNA signature was “Angiogenesis_Inhibition_by_TSP1”, especially 271 
VEGFA, an mRNA up-regulated during WMD and positively connected to C14:0, and MMP9 272 
with negative relationship to C14:0. The SCD, FADS2, ELOVL5 and SREBP1 transcripts 273 
involved in DNL were positively connected to C12:0, C14:0 or C16:0.  274 
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Individuals with continued weight loss  275 
Of 11 modules, the 3 heterogeneous clusters are presented in Figure 2B. The C14:1 n-276 
5 centered module encompassed genes involved in DNL, i.e. AACS, FASN, SCD, FADS1, 277 
FADS2 and ELOVL5. All were positively correlated to C14:1 n-5. AACS, SCD, FADS1 and 278 
ELOVL5 mRNA levels increased during WMD. The most complex path was centered on WC 279 
and incorporates BMI, weight, CRP and C20:4 n-6 (arachidonic acid) as nodes with high 280 
centrality. AZGP1 and GPD1L were negatively connected to WC. The most significant 281 
mRNA signature was “Complement_Adhesion_and_Diapedesis”.  This included CCL3, 282 
CCL18 and CCL19, C1QA, C1QB and C1QC that had significantly decreased mRNA levels 283 
during WMD and positive correlation with WC. All FAs were n-6 with positive relationship 284 
to WC, weight and BMI. Especially, the C20: 4 n-6 had positive correlation to CRP. The 285 
C18:1 n-7 centered module contained LDL, cholesterol and adiponectin but showed no 286 
enriched mRNA signature. 287 
 288 
 289 
DISCUSSION  290 
One approach to figure out how dieting impacts the intrinsic complexity of AT 291 
biology and therefore understand excess fat mass related diseases is to identify interactions of 292 
multiple components that are likely to cause or contribute to the development or metabolism 293 
of AT. Here, we investigated the global AT network of lipidome and gene profiling together 294 
with bio-clinical data in 135 women along a longitudinal DI according to weight changes 295 
during LCD and 6 mo post LCD-induced weight loss. Our study showed both constant and 296 
specific biological signatures in response to different weight control phases relevant to 297 
distinct metabolic features. 298 
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The most striking invariable feature was the presence of WC as central node along the 299 
DI. This anthropometric parameter is the most prominent clinical risk factor involved in MetS 300 
27. A persistent positive link with the macrophage inflammatory protein 1α (CCL3) and 301 
negative with the adipokine α2-glycoprotein 1 (AZGP1) and the enzyme glycerol-3-phosphate 302 
dehydrogenase 1-like (GPD1L) mRNA levels was found at baseline, after active weight loss 303 
and at 6 mo of the weight control follow-up in WL and WR groups. Variants in GPD1L are 304 
associated with risk of sudden death in patients with coronary artery disease 28. AZGP1 is a 305 
lipid mobilizing factor with putative role in insulin resistance as mRNA and protein were low 306 
in AT of type 2 diabetes patients and circulating AZGP1 protein inversely correlated with 307 
BMI and waist-to-hip ratio 29. The chemokine CCL3 is up-regulated with insulin resistance in 308 
AT 30. These genes are at top rank of the MetS signature described in AT from obese 309 
individuals 19. The relationship between these transcripts and the major component of MetS 310 
suggests that they could be used as biomarkers for risk stratification of type2 diabetes or 311 
cardiovascular disease in obese individuals, alone or combined to bio-clinical related factors. 312 
A positive relationship between TWIST1 and SLC19A2 was also found at all time-313 
points of the DI.  The human TWIST1 gene encodes a transcription factor abundantly 314 
expressed in adipocytes from lean individuals that is positively correlated to insulin sensitivity 315 
and is potential regulator of AT inflammation and remodeling 31. The SLC19A2 gene encodes 316 
the thiamine transporter, hTHTR-1. Thiamine plays an essential role in glycolysis, as a co-317 
factor in the form of thiamin pyrophosphate. SLC19A2 is one of the strongest candidate gene 318 
regions associated to positive natural selection that are involved in nutrient metabolism 32. At 319 
baseline and in AT from WR group, TWIST1 and SLC19A2 were positively connected to 320 
SPTAN1 and SIRT1, respectively. At baseline, this submodule was negatively connected to 321 
insulin. SLC19A2 was positively connected to fructosamine, a serum marker of long-term 322 
glycemic control, in the WR group. SPTAN1 encodes spectrin, an insulin responsive α-fodrin 323 
16 
 
involved in the glucose transporter GLUT4 translocation in adipocytes 33. The SIRT1 gene 324 
encodes a deacetylase that regulates various metabolic pathways 34. Like TWIST 1, SIRT1 325 
may function as insulin sensitizer partly by regulating the production and/or secretion of 326 
insulin-sensitizing factors such as adiponectin 35, 36. The persistent link with SLC19A2 in WR 327 
group and at baseline indicates a protective role against energy demand. In the AT after 328 
energy restriction and in AT from individuals with 6 month weight stability, TWIST1 and 329 
SLC19A2 remained positively connected. This feature disappeared in WL group that is the 330 
only group with no change in plasma glucose, insulin and fructosamine 6 months after the end 331 
of LCD. This enlightens AT SLC19A2 as a possible link to glucose homeostasis. Its precise 332 
role as transporter or undiscovered function is to be investigated.  333 
After LCD induced weight loss, 3 modules focused on FAs. One was centered on 334 
linoleic acid, an essential FA that is highly represented (>30%) in the commercial hypocaloric 335 
meals (data not shown). However, linoleic acid content of fat pads was unchanged compared 336 
to baseline. Indeed, there is minimal deposition of dietary fat into AT during periods of 337 
negative energy balance11. Here, all SFAs content, except stearic acid, decreased in AT during 338 
LCD concurrently with FASN down-regulation, a key enzyme of DNL. Myristic acid was a 339 
central vertex of a module along with lauric and stearic acids. When considering active weight 340 
loss and continued weight loss after calorie restriction, a remarkable feature was the presence 341 
of myristoleic acid connected to an array of genes involved in FA synthesis, especially DNL 342 
enzymes and desaturases (FASN, SCD, FADS1 and FADS2). Like palmitoleic and oleic acids, 343 
myristoleic acid is a product of desaturation by SCD (from myristic acid). It is a minor AT FA 344 
(<0.5%) that is not provided by food. Surprisingly, in the present study it is an important focal 345 
FA, which AT content decreased during LCD and remained stable at the end of WMD, except 346 
in WR group. Moreover, we observed an increased SCD activity, assessed by C14:1 n-347 
5/C14:0 ratio, in WR group that could be due to a positive regulation of SCD transcription by 348 
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SFAs 37. In this group, C14:0 and C16:0 were focal nodes and positively connected to SCD. 349 
The SCD activity is known to be associated with triglyceride accumulation 38  but its 350 
beneficial effect on insulin sensitivity remains controversial 37. Control of SCD expression 351 
and DNL are coordinated. SCD is tightly regulated by SFAs and PUFAs as linoleic acid, 352 
SREBP-1c and carbohydrate response element binding protein (ChREBP) α and β 37. 353 
ChREBP isoforms were not included in the series of mRNA quantified here but SREBP1 was 354 
positively connected to myristoleic acid after LCD. This is in agreement with the 355 
transcriptional activation of SCD by SREBP1c 37. In contrast to liver where DNL is 356 
considered deleterious, DNL occurring in fat depots may provide beneficial health effects 357 
since it produces lipid species with bioactivities distinct from those of lipids predominantly 358 
derived from diet 2, 39. Strategies to enhance DNL specifically in AT may provide new 359 
therapies for metabolic and cardiovascular diseases 40-42. The presence of a DNL signature 360 
with acute and continuing weight loss is in line with the enhanced differentiation potential of 361 
preadipocytes observed after calorie restriction 43. In the present study, myristoleic acid might 362 
be an interesting marker of DNL and SCD activity in AT. Retention in AT triglycerides 363 
despite fat mass loss may constitute a hallmark of beneficial adipogenesis after weight loss.  364 
Last, AT from WR group showed a salient hyperplastic attribute with 3 modules 365 
encompassing genes involved in cell proliferation, angiogenesis, or growth factor signal 366 
transduction. Of note, the former cluster exhibited two MUFAs as central nodes with no link 367 
to genes involved in FA metabolism. The angiogenic signature was mainly due to VEGFA 368 
(mean fold change during WMD= 1.9±0.4) that encodes an essential proangiogenic factor in 369 
AT 44.  The link between weight regain and proliferative patterns was previously shown using 370 
transcriptomic in a small subset of individuals from the same trial 20. The present study 371 
indicates AT hyperplasia in individuals failing weight maintenance despite continued energy 372 
restriction.  Altogether, no cluster showed a lipid metabolism signature in this group. The 373 
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latter cluster (growth factor signaling) was centered on fructosamine as a hallmark of the 374 
deleterious effect of energy store repletion. Interestingly, this cluster incorporates the 375 
submodule of genes described above (SIRT1, SPTAN1, SLC19A2 and TWIST1) that 376 
encompass genes mostly involved in glucose homeostasis. The causative relationship between 377 
FA content and glucose homeostasis need to be investigated further. 378 
To conclude, a combination of network inference and node clustering using gene 379 
expression, lipidome and bio-clinical data has led to an improvement of the biological 380 
knowledge in the AT components underlying weight variations during a dietary intervention. 381 
First, this approach has linked a characteristic structure of AT network to a slimmed 382 
phenotype thereby identifying myristoleic acid as main lipidic biomarkers for DNL and SCD 383 
activity. The anabolic signature unique to individuals with unsuccessful weight control 384 
suggests detrimental cell proliferation. Here, we show that AT FAs and genes function as 385 
network hubs that form different focal nodes involved in various cellular processes for 386 
information on weight control phases.   387 
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FIGURE LEGENDS  573 
 574 
Figure 1.  Baseline and calorie restriction adipose tissue networks of obese women.  575 
A sparse Graphical Gaussian Model (GGM) was used to estimate partial correlations in each 576 
set of variables and regularized canonical analysis (CCA) was used to assess links between 577 
paired sets of variable. Clustering was performed using a spin glass model and simulated 578 
annealing. This analysis displays the variables that are connected independently from other 579 
variables. Graphs were laid out using force-based algorithms in Gephi 0.8.2 software. Nodes' 580 
colors and font size indicate betweenness centrality, a measure that counts how often a node 581 
appears on shortest paths between two other nodes in the network. Betweenness is represented 582 
by a diverging color gradient in which the red nodes have the highest betweenness and the 583 
green nodes the lowest one. Edge thickness is proportional to the strength of the correlation 584 
(CCA) or of the partial correlation (GGM). Edge color indicates the correlation sign: red for 585 
positive correlations and blue for negative ones. Baseline graphs of the most important 586 
modules (A) and after a 8-w low-calorie diet (B). 587 
Adipo, adiponectin; CRP, C reactive protein; SBP, systolic blood pressure; DBP, diastolic 588 
blood pressure; gluc, fasting plasma glucose; fructo, fructosamine; ins, fasting plasma insulin. 589 
 590 
Figure 2. Adipose tissue networks according to weight control during maintenance phase. 591 
A sparse Graphical Gaussian Model (GGM) was used to estimate partial correlations in each 592 
set of variables and regularized canonical analysis (CCA) was used to assess links between 593 
paired sets of variable. Clustering was performed using a spin glass model and simulated 594 
annealing. This analysis displays the variables that are connected independently from other 595 
variables. Graphs were laid out using force-based algorithms in Gephi 0.8.2 software. Nodes' 596 
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colors and font size indicate betweenness centrality, a measure that counts how often a node 597 
appears on shortest paths between two other nodes in the network. Betweenness is represented 598 
by a diverging color gradient in which the red nodes have the highest betweenness and the 599 
green nodes the lowest one. Edge thickness is proportional to the strength of the correlation 600 
(CCA) or of the partial correlation (GGM). Edge color indicates the correlation sign: red for 601 
positive correlations and blue for negative ones. Women regaining weight (n=51) (A). 602 
Women with continued weight loss (n=45) (B). 603 
Adipo, adiponectin; CRP, C reactive protein; SBP, systolic blood pressure; DBP, diastolic 604 
blood pressure; gluc, fasting plasma glucose; fructo, fructosamine; ins, fasting plasma insulin. 605 
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Table 1. Baseline anthropometric and clinical characteristics of the obese women. 
 
Parameters n Values 
Age (y) 135 42.4 ± 0.6 
Weight (kg) 135 94.0 ± 1.3 
BMI (kg/m²) 135 34.3 ± 0.4 
Fat Mass (%) 122 43.4 ± 0.5 
Waist (cm) 133 103 ± 1 
SBP (mmHg) 131 124 ± 1 
DBP (mmHg) 131 77 ± 1 
Total cholesterol (mmol/l) 134 4.8 ± 0.1 
Triglycerides (mmol/l) 133 1.3 ± 0.0 
HDL cholesterol (mmol/l) 134 1.3 ± 0.0 
LDL cholesterol (mmol/l) 133 3.0 ± 0.1 
Fasting glucose (mmol/l) 131 5.0 ± 0.1 
Fasting insulin (µIU/ml) 128 9.8 ± 0.5 
HOMA-IR 126 2.2 ± 0.1
Fructosamine (µmol/l) 134 207.1 ± 2.2
Adiponectin (µg/ml) 133 10.7 ± 0.5 
CRP (mg/l) 130 4.2 ± 0.3 
 
SBP, systolic blood pressure; DBP, diastolic blood pressure; CRP, C reactive protein. 
Variables are shown as means ± SEM. 
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Table 2. Anthropometric and clinical characteristics of women according to weight control 
groups during dietary intervention. 
 WR (n=51) WS (n=39) WL (n=45) 
 BAS LCD WMD BAS LCD WMD BAS LCD WMD 
Age (y) 42.4 ± 0.9 41.5 ± 1.1 43.2 ± 1.0 
Weight (kg) 92.5 ± 2.5 82.7 ± 1.91 87.7 ± 2.01,3 90.7 ± 1.93 80.4 ± 1.51,3 80.5 ± 1.51,4 99.8 ± 3.7 88.0 ± 2.51 81.2 ± 2.31,2 
BMI (kg/m²) 33.8 ± 0.7 30.3 ± 0.61 32.2 ± 0.61,2,3 33.3 ± 0.63 29.6 ± 0.51 29.7 ± 0.61,4 35.9 ± 0.8 31.8 ± 0.71 19.3 ± 0.61,2 
Fat Mass (%) 43.9 ± 0.7 40.2 ± 1.11 41.5 ± 0.91 41.9 ± 0.8 38.4 ± 1.01 37.5 ± 0.81,4 44.2 ± 0.9 39.6 ± 0.91 36.3 ± 0.91,4 
Waist (cm) 103 ± 1 95 ± 11 98 ± 11,3 101 ± 1 91 ± 11 92 ± 11,4 105 ± 2 95 ± 21 90 ± 21,2 
SBP (mmHg) 121 ± 2 113 ± 21 119 ± 1 123 ± 2 117 ± 21 120 ± 2 128 ± 2 120 ± 21 121 ± 21 




4.8 ± 0.1 4.3 ± 0.11 4.9 ± 0.12 4.9 ± 0.1 4.2 ± 0.11 4.8 ± 0.12 4.8 ± 0.1 4.3 ± 0.11 4.8 ± 0.12 
Triglycerides 
(mmol/l) 1.3 ± 0.1 1.1 ± 0.1 1.2 ± 0.1 1.2 ± 0.1 0.9 ± 0.1
1 0.9 ± 0.01,5 1.3 ± 0.1 1.2 ± 0.1 1.1 ± 0.11 
HDL 
(mmol/l) 1.3 ± 0.0 1.2 ± 0.0
1 1.44± 0.02 1.3 ± 0.1 1.2 ± 0.1 1.5 ± 0.12 1.3 ± 0.1 1.2 ± 0.02 1.5 ± 0.01,3 
LDL 
(mmol/l) 2.9 ± 0.1 2.6 ± 0.1 2.9 ± 0.1








9.6 ± 0.8 7.2 ± 0.51 8.6 ± 0.6 10.3 ± 1.0 6.5 ± 0.61 6.8 ± 0.61 9.7 ± 0.9 8.0 ± 0.81 8.4 ± 1.0 
HOMA-IR 2.2 ± 0.2 1.5 ± 0.11 1.8 ± 0.1 2.3 ± 0.3 1.3 ± 0.11 1.5 ± 0.11 2.2 ± 0.3 1.6 ± 0.2 1.8 ± 0.3 
Fructosamine 
(µmol/l) 207 ± 3 207 ± 3 215 ± 3
2 209 ± 50 209 ± 4 219 ± 41,2 205 ± 4 211 ± 3 218 ± 3 
Adiponectin 
(µg/ml) 10.2 ± 0.6 10.7 ± 0.5 11.6 ± 0.6 9.1 ± 0.6
3 9.9 ± 0.6 10.7 ± 0.83 12.9 ± 1.04 11.2 ± 0.6 13.6 ± 0.82 
CRP (mg/l) 4.0 ± 0.5 2.5 ± 0.31 2.9 ± 0.4 4.4 ± 0.6 3.6 ± 0.6 2.1 ± 0.41 4.3 ± 0.6 4.2 ± 0.6 3.4 ± 0.5 
 
Anthropometric, clinical and plasma parameters were determined at baseline (BAS), after 8 
weeks of low calorie diet (LCD), and after 6 months of weight maintenance diet (WMD) 
according to weight control groups during dietary intervention (WR, weight regain group; 
WS, weight stable group; WL, weight loss group).Variables are shown as means ± SEM. 
SBP, systolic blood pressure; DBP, diastolic blood pressure; CRP, C reactive protein. 
P-value was calculated by repeated measures ANOVA with Bonferroni post hoc test. 
1 p < 0.05, data significantly different from BAS 
2 p < 0.05, data significantly different from LCD 
2 
 
3 p < 0.05, data significantly different from WL group  
4 p < 0.05, data significantly different from WR group  



































































































































































Energy and fat dietary intake changes according to weight control groups during dietary intervention. 
Figure Legend: Energy intake (A) and fat intake (B) were investigated by a nutritionist using a weighed food record at screening (before baseline), four weeks after the end 
of low calorie diet (LCD) and at the end of weight maintenance diet (WMD). Composition of fat intake in SFA (C), MUFA (D) and PUFA (E) was assessed too. At LCD, energy 
intake and fat intake data issued from commercial meal replacement information. Triangles represent weight loss group; squares represent weight stable group and circles 
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difference between groups.  
Results: There was no intergroup difference in energy intake, fat intake (SFA, MUFA and PUFA), alcohol, protein, carbohydrates intake or glycemic index at screening and 
along the DI. At the end of WMD, energy (A) and fat intake (B, C, D and E) remained respectively 17.6 ± 4.5 and 27.2 ± 4.1 % lower than at screening in all groups.  
 
Sup. Figure 1B 
 
Diet composition changes during dietary intervention according to weight control groups . 
Figure Legend: Protein(A), carbohydrate (B), alcohol (C) intakes (in kJ/day) and glycemic index (D) were determined according to groups at screening (before baseline), 
four weeks after the beginning of weight maintenance diet (WMD) (Week4) and at the end of WMD. Triangles, weight loss group; squares ,weight stable group; circles, 
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difference between groups.  
Results: At the end of DI, protein intake was lower than at screening only in WR group (A). Carbohydrate intake was lower than at screening only in WS group (B). There 
was no change in alcohol intake during DI in the three groups (C).  
Four weeks after the end of LCD, diet of individuals from WL group had lower glycemic index than the diet of individuals from WR group (D). After WMD there was no 
more intergroup difference.  
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   
Most remarkable profiles of adipose tissue mRNA level changes according to weight control groups during dietary intervention. 
 
Figure Legend: Adipose tissue mRNA levels of SCD (A) and FASN (B) were determined according to groups at baseline (BAS), after 8 weeks low 
calorie diet (LCD), and after 6 months of weight maintenance diet (WMD). 
Triangles represent weight loss group; squares represent weight stable group and circles represent weight regain group. Variables are shown as 











Results: Among the 221 mRNA of interest (Supplementary Table 1), 156 genes were down-regulated during LCD in the AT of the 135 obese women. 
The most representative pattern was a down-regulation during LCD and up-regulation during WMD. The most representative genes, in the 3 
groups, encoded enzymes at different steps of de novo lipogenesis (DNL), FA synthase (FASN) and stearoyl coA desaturase (SCD) (A), and also  FA 
desaturase 1 (FADS1) and FA desaturase 2 (FADS2) (data not shown). At the end of WMD, subjects of WR group had higher mRNA level of SCD (B), 
FADS1 and FADS2 (data not shown) than subjects of WL group but FASN mRNA level were identical among groups (B) . 
At baseline (BAS), 10 mRNAs showed between group differences. At the end of WMD, 28 mRNAs showed between group differences. Two genes 
showed a between group difference both at BAS and end of WMD: HLAA and PCK1. HLAA mRNA level was higher in WS than in WL group. PCK1 
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Supp. Figure 3A 
A B C 
Adipose tissue fatty acid content according to weight control groups during dietary intervention . 
 
Figure Legend: Percentages of adipose tissue SFAs (A), MUFAs (B) and PUFAs (C) were plotted according to groups at baseline (BAS), after 8 weeks 
low calorie diet (LCD), and after 6 months of weight maintenance diet (WMD). 
Triangles represent weight loss group; squares represent weight stable group and circles represent weight regain group. 









Results: AT from WL women had lower percentages of SFAs and MUFAs compared with other groups (Figure 3A). Between group difference 
remained significant along all steps of DI, except for MUFAs. During LCD, percentages of SFAs decreased except for C18:0 (stearic acid) (see Supp 
Figure 3B). The MUFA increase was mainly due to C18:1 n-9 (oleic acid) content as this was the only FA which AT content increased while C14:1 n-5 
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Adipose tissue fatty acid content according to weight control groups during dietary intervention . 
Figure Legend: individual fatty acids were plotted according to groups at baseline (BAS), after 8 weeks low calorie diet (LCD), and after 6 months of weight maintenance 
diet (WMD).  






difference between groups. 
Results: During LCD, percentages of SFAs decreased except for C18:0 (stearic acid). The MUFA increase was mainly due to C18:1 n-9 (oleic acid) content as this was the 
only FA which AT content increased while C14:1 n-5 and C16:1 n-7 percentages were lower after LCD . Essential FAs, C18:2 n-6 (linoleic acid) and C18:3 n--linolenic 
acid) remained nearly unchanged. After WMD, the AT from WL and WS women had similar FA profile than after LCD. In the WR group the change in FA content mirrored 
the variations observed during LCD. The greatest changes in WR group were an increase in C12:0 (lauric acid), C14:0 (myristic acid) and C14:1 n-5 (myristoleic acid) and 
a decrease of C18:1 n-9 percentages . 



































































Adipose tissue fatty acid content according to weight control groups during dietary intervention . 
Figure Legend: individual fatty acids were plotted according to groups at baseline (BAS), after 8 weeks low calorie diet (LCD), and after 6 months of weight maintenance 





	ent in weight regain group; §	
	
difference between groups. 



































































































































































































































Supp. Figure 3D 
Adipose tissue fatty acid content according to weight control groups during dietary intervention . 
 
Figure Legend: SCD activities were assessed using C14:1 n-+5"	5""-7/C16:0 and C18:1 n-9/C18:0 ratios 
and plotted according to groups at baseline (BAS), after 8 weeks low calorie diet (LCD), and after 6 months of 
weight maintenance diet (WMD). Triangles represent weight loss group; squares represent weight stable group and 









Results:  There was no difference in SCD activity at BAS and after LCD. At the end of WMD, C14:1 n-5/C14:0 and 
C16:1 n-7/C16:0, but not C18:1 n-9/C18:0, were higher in WR compared to WL group.  
Supp. Figure 4  
Adipose tissue networks of 135 obese 
women at baseline: 
 
Methods: A sparse Graphical Gaussian Model 
(GGM) was used to estimate partial correlations in 
each set of variables and sparse canonical analysis 
was used to assess links between paired sets of 
variable. Graphs were laid out using force-based 
algorithms in Gephi 0.8.2 software.  
 
Results: Before calorie restriction adipose tissue 
fatty acids, transcripts and clinical data formed a 
network with a mean density (number of edges in 
the graph divided by the maximal number of 
possible edges in this graph) of 2.3% and a 
transitivity (probability that two vertices connected 
to the same vertex are also connected to each 
other) of 17.2%. Insulin and oleic acid were the most 




Figure Legend: Nodes' colors and font size indicate 
betweenness centrality, a measure that counts how 
often a node appears on shortest paths between 
two other nodes in the network. Betweenness is 
represented by a diverging color gradient in which 
the red nodes have the highest betweenness and 
the blue nodes the lowest one. Edge thickness is 
proportional to the strength of the correlation (CCA) 
or of the partial correlation (GMM). Edge color 
indicates the correlation sign: red for positive and 
blue for negative correlations. Adipo, adiponectin; 
CRP, C reactive protein; SBP, systolic blood 
pressure; DBP, diastolic blood pressure; gluc, fasting 
plasma glucose; fructo, fructosamine; ins, fasting 
plasma insulin. 
Supp. Figure 5  
Adipose tissue networks of 135 obese 
women after low calorie diet: 
 
Methods: A sparse Graphical Gaussian Model 
(GGM) was used to estimate partial correlations 
in each set of variables and sparse canonical 
analysis was used to assess links between paired 
sets of variable. Graphs were laid out using 
force-based algorithms in Gephi 0.8.2 software.  
 
Results: After calorie restriction, the graph had a 
similar shape than at baseline with dense and 
relaxed sections. Density was 2.3% and 
transitivity 11.9%. Linoleic acid, myristic acid and 
adiponectin were the most central nodes (i.e., 
having the highest betweenness centrality). 
 
 
Figure Legend: Nodes' colors and font size 
indicate betweenness centrality, a measure that 
counts how often a node appears on shortest 
paths between two other nodes in the network. 
Betweenness is represented by a diverging color 
gradient in which the red nodes have the highest 
betweenness and the blue nodes the lowest one. 
Edge thickness is proportional to the strength of 
the correlation (CCA) or of the partial correlation 
(GMM). Edge color indicates the correlation sign: 
red for positive correlations and blue for 
negative ones. Adipo, adiponectin; CRP, C 
reactive protein; SBP, systolic blood pressure; 
DBP, diastolic blood pressure; gluc, fasting 
plasma glucose; fructo, fructosamine; ins, fasting 
plasma insulin. 
 
Supp. Figure 6 
Adipose tissue networks of 51 obese 
women regaining weight during 
maintenance phase:  
 
Methods: A sparse Graphical Gaussian Model 
(GGM) was used to estimate partial correlations 
in each set of variables and sparse canonical 
analysis was used to assess links between paired 
sets of variable. Graphs were laid out using 
force-based algorithms in Gephi 0.8.2 software.  
 
Results: The density of the network was 2.3% and 
transitivity 10.4%. Waist circumference and 
myristic acid were the most central nodes (i.e., 
having the highest betweenness centrality). 
 
 
Figure Legend: Nodes' colors and font size 
indicate betweenness centrality, a measure that 
counts how often a node appears on shortest 
paths between two other nodes in the network. 
Betweenness is represented by a diverging color 
gradient in which the red nodes have the highest 
betweenness and the blue nodes the lowest one. 
Edge thickness is proportional to the strength of 
the correlation (CCA) or of the partial correlation 
(GMM). Edge color indicates the correlation sign: 
red for positive correlations and blue for 
negative ones. Adipo, adiponectin; CRP, C 
reactive protein; SBP, systolic blood pressure; 
DBP, diastolic blood pressure; gluc, fasting 
plasma glucose; fructo, fructosamine; ins, fasting 
plasma insulin. 
 
Supp. Figure 7 
Adipose tissue networks of 45 obese 
women with continued weight  loss 
during maintenance phase:  
 
Methods: A sparse Graphical Gaussian Model 
(GGM) was used to estimate partial correlations 
in each set of variables and sparse canonical 
analysis was used to assess links between paired 
sets of variable. Graphs were laid out using 
force-based algorithms in Gephi 0.8.2 software.  
 
Results: The network density was 2.3% and 
transitivity was 11.9%. The vaccenic,  stearic and 
myristoleic acids and waist circumference were 




Figure Legend: Nodes' colors and font size 
indicate betweenness centrality, a measure that 
counts how often a node appears on shortest 
paths between two other nodes in the network. 
Betweenness is represented by a diverging color 
gradient in which the red nodes have the highest 
betweenness and the bluenodes the lowest one. 
Edge thickness is proportional to the strength of 
the correlation (CCA) or of the partial correlation 
(GMM). Edge color indicates the correlation sign: 
red for positive correlations and blue for 
negative ones. Adipo, adiponectin; CRP, C 
reactive protein; SBP, systolic blood pressure; 
DBP, diastolic blood pressure; gluc, fasting 
plasma glucose; fructo, fructosamine; ins, fasting 
plasma insulin. 
 
Supp. Figure 8 
Adipose tissue networks of 39 obese 
women with weight stable during 
maintenance phase:  
 
Methods: A sparse Graphical Gaussian Model 
(GGM) was used to estimate partial correlations 
in each set of variables and sparse canonical 
analysis was used to assess links between paired 
sets of variable. Graphs were laid out using 
force-based algorithms in Gephi 0.8.2 software.  
 
Results: Network density was 2.3% and 
transitivity was 10.6%. Fructosamine and stearic 
acid were the most central nodes (i.e., having the 
highest betweenness centrality). 
 
 
Figure Legend: Nodes' colors and font size 
indicate betweenness centrality, a measure that 
counts how often a node appears on shortest 
paths between two other nodes in the network. 
Betweenness is represented by a diverging color 
gradient in which the red nodes have the highest 
betweenness and the blue nodes the lowest one. 
Edge thickness is proportional to the strength of 
the correlation (CCA) or of the partial correlation 
(GMM). Edge color indicates the correlation sign: 
red for positive correlations and blue for 
negative ones. Adipo, adiponectin; CRP, C 
reactive protein; SBP, systolic blood pressure; 
DBP, diastolic blood pressure; gluc, fasting 




Supp. Figure 9 Adipose tissue networks of 39 women with stable weight during maintenance phase:  
Methods: A spin-glass model and simulated annealing were used to obtain a vertex clustering. 
Graphs were laid out using force-based algorithms in Gephi 0.8.2 software.  
Results: Classification detected 4 heterogeneous modules among 12.  
The HDL-centered module had an “Immune Response” 
signature (IL10, CCL2, CCL3, CCL18, MRC1L1, and CD163L1).  
The module centered on fasting glucose contained 3 SFAs 
(C12:0, C14:0 and C16:0) and 1 MUFA (C18:1 n-9).  
Legend: Nodes' colors indicate betweenness centrality, a measure that is 
represented by a diverging color gradient in which the red nodes have the highest 
betweenness and the blue nodes the lowest one. Edge thickness is proportional to 
the strength of the correlations. Edge color indicates the correlation sign: red for 
positive correlations and blue for negative ones. Adipo, adiponectin; CRP, C reactive 
protein; SBP, systolic blood pressure; DBP, diastolic blood pressure; gluc, fasting 
plasma glucose; fructo, fructosamine; ins, fasting plasma insulin. 
The CRP-centered module had 
multiple mRNA signatures “Ephrin 
Receptor Signaling, Diacylglycerol 
Synthesis and Glycophospholipids”.   
The C18:0 centered-module 
contained 4 MUFAs (C14:1 n-5, 
C16:1 n-7, C16:1 n-9 and  
C18:1 n-7) and 1 PUFA  
(C22:6 n-3, DHA).  
The mRNA signature was  
“GH Signaling”  
(IGF1, IRS1 and GHR).  
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Article n°3: Montastier E, Plos One (en révision) Adipose tissue CIDEA is associated, 
independently of weight variation, to change in insulin resistance during a longitudinal weight 
control dietary program in obese individuals 
Dans cet article, l’objectif était d’expliquer l’évolution de l’index de résistance à l’insuline 
HOMA-IR chez 216 patients du protocole DiOGenes par la variation de l’expression de gènes.  
Nous avons en effet classifié ces individus en 3 groupes selon la trajectoire de leur HOMA-IR 
durant les 2 phases du protocole et constaté que 2 groupes amélioraient leur HOMA-IR de 50% 
tandis que le 3
e
 revenait à son niveau initial, bien que les individus de ce groupe continuaient à 
perdre du poids. 
Nous avons utilisé la combinaison de 2 analyses discriminantes pour déterminer quels gènes 
expliquaient le mieux la trajectoire du HOMA-IR durant l’intervention. Un seul gène est ressorti 
de ces analyses : CIDEA (cell death-inducing DFFA-like effector A). L’évolution du niveau 
d’expression de CIDEA suit celle de la sensibilité à l’insuline, indépendamment des variations de 
poids, ce qui suggère un rôle de CIDEA dans la régulation de la sensibilité à l’insuline au niveau 
du tissu adipeux mais ne permet pas d’établir de relation de causalité. Des travaux précédents 
peuvent permettre d’émettre des hypothèses sur le mécanisme de ce lien entre CIDEA et 
sensibilité à l’insuline. Une diminution de la lipolyse du tissu adipeux ou de l’oxydation des 





Nous avions soumis un quatrième article mais celui-ci a été refusé à deux reprises. Sont exposés 
ici les grandes lignes, les principaux résultats et les (nombreux) points à améliorer. 
En faisant les analyses discriminantes, nous avons constaté que les 10 gènes qui expliquaient le 
mieux les trajectoires de HOMA-IR appartenaient tous à la même grande voie biologique 
(immunité/inflammation). Nous nous sommes donc interrogés sur le potentiel prédictif de ces 
niveaux d’ARNm du tissu adipeux avant de débuter l’intervention sur le devenir du HOMA-IR à 
la fin de l’intervention. Autrement dit, y-a-t il des niveaux d’expression de gènes qui à l’état 
basal, peuvent pronostiquer comment le sujet obèse va répondre à l’intervention nutritionnelle en 
termes de sensibilité à l’insuline ? Et le cas échéant, le pouvoir prédictif de l’expression de ces 
gènes est-il supérieur à celui des variables clinico-biologiques usuelles ? 
Nous avons donc repris la cohorte de 216 sujets pour laquelle nous avions établis les 3 groupes de 
patients avec des trajectoires de HOMA-IR différentes et de la même manière que pour les 
niveaux d’ARNm, nous avons utilisé les Random Forests et sparse Partial Least Square 
Discriminant Analysis pour savoir quelles variables cliniques expliquaient le mieux les 
trajectoires de HOMA-IR. Nous avons sélectionné les 10 variables les plus explicatives (en 
combinant les scores des 2 approches). La variable à prédire était la variation de HOMA-IR entre 
la fin et le début de l’intervention et nous l’avons définie de façon dichotomique : HOMA-IR 
fin/HOMA-IR début >1, positive et HOMA-IR fin/HOMA-IR début <1, négative. Nous avons 
ainsi réalisé une régression logistique en rentrant dans le modèle les 10 variables cliniques les 
plus explicatives et un autre modèle dans lequel nous avons rentré les 10 gènes les plus 
explicatifs. Afin d’avoir un effectif le plus large possible, nous avons fait les analyses de 
régression logistique sur 311 sujets, pour lesquels nous disposions à la fois des données 
d’expression génique et cliniques. Ces modèles ont ensuite été évalués par des courbes ROC.  
Les résultats étaient : 
 Pour les variables cliniques : 
Equation de régression : y= -1.043-0.103 x insulinémie à jeun -0.597 x glycémie à jeun+ 
0.032 x pression artérielle systolique+0.03 x pression artérielle diastolique 
Courbe ROC :  




Aire sous la courbe AUC= 0.734 (p=0.0001) 
Valeur prédictive positive VPP=40% 
Valeur prédictive négative VPN=85% 
Taux d’erreur = 34.8% 
 Pour les gènes :  
Se=61% Sp=67% VPP=40% VPN=83% et 33% de taux d’erreur 
 Combinaison gènes + variables cliniques 
Equation de régression : y=-1.058-2.914xMYD88-1.322xHPGDS-0.479 x glycémie à jeun-
0.084 x insulinémie à jeun+0.055 x pression artérielle diastolique 
AUC=0.730 
Se=67% Sp=69% VPP=43% VPN=86% taux d’erreur=31% 
Donc, des paramètres de test légèrement meilleurs en combinant les 2 types de variables. 
Plusieurs problèmes méritent toutefois d’être soulignés. Le premier problème est celui des 
variables cliniques prises en compte : est-ce relevant de prédire le devenir du HOMA-IR avec les 
2 variables qui ont servi à le calculer ? Pourtant, il est intuitif et mathématique de penser que plus 
le niveau de HOMA-IR est élevé au départ et plus il a de chances de diminuer sous l’effet de 
l’intervention, et d’ailleurs c’est ce que confirme l’équation de régression. Les individus du 
protocole DiOGenes ne sont en moyenne pas très résistants à l’insuline au départ (HOMA-IR=2.6 
en moyenne avec un écart type de 1.6 dans notre population), mais il y a une certaine variabilité 
interindividuelle. Les individus dont le HOMA-IR est inférieur à 2 (50% des individus, 2 étant la 
médiane) n’ont sans doute pas grand-chose à améliorer à ce niveau. Donc, il faudra certainement 
refaire ces régressions en enlevant ces paramètres. 
Les classifications ont été faites pour expliquer les trajectoires des HOMA-IR et non 
l’amélioration de ce paramètre à la fin de l’intervention (Rapport entre le HOMA-IR de la fin de 
l’intervention sur le HOMA-IR au début), paramètre que nous avons considéré pour la régression 
logistique. Donc les 10 variables déterminées comme expliquant le mieux les trajectoires de 
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HOMA-IR ne sont peut-être pas celles qui expliqueraient le mieux le devenir du HOMA-IR à la 
fin de l’intervention. Donc, il faut refaire les classifications en redéfinissant la variable 
dépendante.  
Un autre problème  est celui de la population : les trajectoires de HOMA-IR et les classifications 
ont été faites sur 216 sujets car nous n’avions pas de donnée de HOMA-IR pour tous les sujets à 
toutes les journées d’investigations cliniques et il a fallu procéder à un « nettoyage » des données. 
Afin de disposer d’un effectif de population le plus important, nous avons choisi de faire les 
régressions logistiques sur les 311 sujets : il aurait fallu faire les régressions sur la population 
initiale (216 sujets) et valider le modèle sur le reste de la population (311-216= 95 sujets). 
Nous allons disposer de données de séquençage à haut débit qui déterminera l’expression de 
l’ensemble du génome à chaque journée d’investigation clinique : on ne travaillera donc plus sur 
une sélection de gènes mais sur l’ensemble du génome, ce qui augmentera considérablement les 
chances de trouver des prédicteurs efficaces. 
 
  
Adipose Tissue CIDEA Is Associated, Independently of
Weight Variation, to Change in Insulin Resistance during
a Longitudinal Weight Control Dietary Program in Obese
Individuals
Emilie Montastier1,2,3, Se´bastien De´jean4, Caroline Le Gall4, Wim H. M. Saris5, Dominique Langin1,2,3,
Nathalie Viguerie1,2*
1 Institut National de la Sante´ et de la Recherche Me´dicale (INSERM), UMR1048, Obesity Research Laboratory, Institute of Metabolic and Cardiovascular Diseases (I2MC),
Toulouse, France, 2University of Toulouse, UMR1048, Paul Sabatier University, Toulouse, France, 3 Toulouse University Hospitals, Departments of Clinical Biochemistry,
Toulouse, France, 4 Toulouse University, Institut de Mathe´matiques UMR CNRS 5219, Toulouse, France, 5Department of Human Biology, NUTRIM School for Nutrition,
Toxicology and Metabolism, Maastricht University Medical Centre, Maastricht, the Netherlands
Abstract
Aim: Weight loss reduces risk factors associated with obesity. However, long-term metabolic improvement remains a
challenge. We investigated quantitative gene expression of subcutaneous adipose tissue in obese individuals and its
relationship with low calorie diet and long term weight maintenance induced changes in insulin resistance.
Research Design: Three hundred eleven overweight and obese individuals followed a dietary protocol consisting of an 8-
week low calorie diet followed by a 6-month ad libitum weight-maintenance diet. Individuals were clustered according to
insulin resistance trajectories assessed using homeostasis model assessment of insulin resistance (HOMA-IR) index. Adipose
tissue mRNA levels of 267 genes selected for regulation according to obesity, metabolic status and response to dieting was
assessed using high throughput RT-qPCR. A combination of discriminant analyses was used to identify genes with
regulation according to insulin resistance trajectories. Partial correlation was used to control for change in body mass index.
Results: Three different HOMA-IR profile groups were determined. HOMA-IR improved during low calorie diet in the 3
groups. At the end of the 6-month follow-up, groups A and B had reduced HOMA-IR by 50%. In group C, HOMA-IR had
returned to baseline values. Genes were differentially expressed in the adipose tissue of individuals according to groups but
a single gene, CIDEA, was common to all phases of the dietary intervention. Changes in adipose tissue CIDEA mRNA levels
paralleled variations in insulin sensitivity independently of change in body mass index. Overall, CIDEA was up-regulated in
adipose tissue of individuals with successful long term insulin resistance relapse and not in adipose tissue of unsuccessful
individuals.
Conclusion: The concomitant change in adipose tissue CIDEA mRNA levels and insulin sensitivity suggests a beneficial role
of adipose tissue CIDEA in long term glucose homeostasis, independently of weight variation.
Trial Registration: ClinicalTrials.gov NCT00390637
Citation: Montastier E, De´jean S, Le Gall C, Saris WHM, Langin D, et al. (2014) Adipose Tissue CIDEA Is Associated, Independently of Weight Variation, to Change
in Insulin Resistance during a Longitudinal Weight Control Dietary Program in Obese Individuals. PLoS ONE 9(7): e98707. doi:10.1371/journal.pone.0098707
Editor: Susanne Breuer Votruba, NIDDK/NIH, United States of America
Received February 6, 2014; Accepted April 30, 2014; Published July 1, 2014
Copyright:  2014 Montastier et al. This is an open-access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License, which permits
unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original author and source are credited.
Funding: The study was supported by funding from the European Communities (EMIF-MET, FP7-115372, DiOGenes, FP6-513946, HEALTH-F2-2008-2011 00),
Fondation pour la Recherche Me´dicale, Agence Nationale de la Recherche (LIPOB and OBELIP) and Re´gion Midi-Pyre´ne´es. The funders had no role in study design,
data collection and analysis, decision to publish, or preparation of the manuscript.
Competing Interests: The authors have declared that no competing interests exist.
* Email: nathalie.viguerie@inserm.fr
Introduction
Insulin resistance (IR) and type 2 diabetes are strongly
associated with excess fat mass. This is reversible with weight loss
[1]. However, the extent to which weight loss reduces IR is
heterogeneous and the improvement in IR is not stable over time
[2].
The adipose tissue (AT) is a tissue devoted to energy storage as
triglycerides. An overload of the buffering capacities of AT leads to
a pro-inflammatory, diabetogenic and atherogenic status [3].
Thus, AT represents a key tissue in the study of obesity-related
complications.
Carefully monitored weight-control diets favorably affect
parameters of the metabolic syndrome and delay the onset of
diabetic complications. As a main target tissue during dietary
interventions, adaptations occurring in AT are likely to have a
profound impact on the whole body response.
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Up to now, gene expression remains the most powerful method
to comprehensively explore molecular adaptations from minute
amounts of tissue [4]. Pattern of gene expression has shown
promising potential for identifying undiscovered aspects of the
secretory and metabolic aspects of various tissues including AT
[5].
Here, we investigated whether individuals respond differently to
the same dietary intervention regarding IR. We hypothesized that
AT gene profiling would help identifying novel biomarkers that
underline long term changes in IR with weight loss.
Methods
Ethics Statement
The project Diet, Obesity and Genes (DiOGenes) is a pan-
European study which was approved by the ethics committees
of each of the 8 European centers participating to the program.
Written informed consent was obtained from each patient
according to the local ethics committee of the participating
countries: 1, Medical Ethics Committee of the University
Hospital Maastricht and Maastricht University, The Nether-
lands; 2, The Committees on Biomedical Research Ethics for
the Capital region of Denmark, Denmark; 3, Suffolk Local
Research Ethics Committee, UK; 4, University of Crete Ethics
Committee, Greece; 5, the Ethics Commission of the Univer-
sity of Potsdam; 6, Research Ethics Committee at the
University of Navarra, Spain; 7, Ethical Committee of the
Institute of Endocrinology, Czech Republic; 8, Ethical
Committee to the National Transport Multiprofile Hospital
in Sofia, Bulgaria.
Intervention trial
DiOGenes is a multicentre dietary intervention study. The
protocol for this trial and supporting CONSORT checklist are
available as supporting information; see Checklist S1 and Protocol
S1. The DiOGenes study started January 2005 and enrollment
began November 2005 in the first two centres, followed later in the
autumn of 2006 of the other 6 centres. In 2006, clinical trials
registration became highly recommended and ClinicalTrials.gov
registry DiOGenes certification occurred October 2006 (registra-
tion no. NCT00390637), before registration became mandatory
according to the 59th World Medical Association general assembly
(Seoul, Republic of Korea, October 2008). Design and dietary
intervention have been described in detail previously [6] (Protocol
S1 and Checklist S1). Briefly, from January 2006 to August 2007,
overweight and obese adults participated in a dietary program
with 8-week low calorie (3.3–4.2 MJ/d) diet (LCD) using
commercial meal replacements (Modifast, Nutrition et Sante´,
France) and up to 400 g of vegetables. Individuals achieving at
least 8% of initial body weight loss were randomized to a 6-month
weight maintenance with ad libitum diet (WMD) consisting in one
of four reduced fat diets that differed in glycemic index of
carbohydrates (low or high) and protein content (low or high), or a
control diet according to National Dietary Guidelines in the
participating countries. Target intakes in the low protein diets
were 10–15% energy intake for proteins and 57–62% for
carbohydrates and, in high protein diets, 23–28% energy intake
for proteins and 45–50% energy intake for carbohydrates. During
WMD, in 2 centers, the individuals were provided dietary
instruction plus free foods. At the remaining 6 centers, they
received dietary instruction. Dietary intake was assessed at
screening (prior to baseline), four weeks after the beginning of
WMD and at the end of WMD. The subjects were asked to
complete a 3-day weighed food record, including 2 week days and
1 week-end day. All dietary records were validated by a
nutritionist. Despite low glycemic index diets were targeted to a
reduction of 15 glycemic index points compared with the high
glycemic index diets, the mean glycemic index in the low glycemic
index groups was only 5 units lower than that in the high glycemic
index groups [6]. Physical activity was assessed using Baecke
questionnaire that discriminate 3 distinct dimensions: work, sports
and leisure activities [7]. Physical activity was calculated as the
sum of the individual Baecke indexes. At each clinical investigation
day (CID) (i.e. at baseline (CID1), after LCD (CID2) and after
WMD (CID3)), bio-clinical data were collected, blood was
sampled and a needle biopsy of abdominal subcutaneous AT
was performed. Detailed method for sampling and data collection
in the DiOGenes trial has previously been published [8]. IR was
assessed using the homeostatic model assessment (HOMA-IR)
calculated as [fasting glucose (mM)6fasting insulin (mU/l)/22.5]
[9]. The authors confirm that all ongoing and related trials for this
intervention are registered. Figure 1 displays the organizational
flowchart through the trial protocol and the individuals’ selection
from the DiOGenes cohort for the present study.
Adipose tissue gene expression
The 267 genes, the corresponding biological functions and the
strategy used for selection are summarized in Table S1. These
transcripts were selected from previous published and unpublished
DNA microarray analyses on limited number of individuals as
described in [10]. The list of genes extracted from microarray data
includes 102 genes previously shown as markers of subcutaneous
AT from obese insulin resistant subjects with metabolic syndrome
[11], 56 genes described as markers of subcutaneous AT from lean
individuals [11], 44 markers of weight changes after caloric
restriction [12], 40 genes selected from previous caloric restriction
induced weight loss studies [13,14], and 25 unpublished predictors
of weight change to distinguish between those subjects that will
regain weight after LCD from those that will succeed weight
maintaining based on the AT transcriptome at baseline or after the
caloric restriction phase. These genes encoded proteins involved in
various pathways including metabolism (40% of the transcripts),
immune response (22%), signal transduction (17%), cell and tissue
structure (5%), transport (4%) and response to stress (2%).
Total RNA isolation, cDNA synthesis and massive parallel
real-time PCR using microfluidic qPCR device (Biomark
Dynamic Array, Fluidigm) were performed as previously
described [10]. Messenger RNA levels were normalized to
GUSB mRNA, using the comparative cycle threshold (Ct),
22DDCt method. The present study was based on a subgroup of
311 obese individuals (107 men and 204 women) with bio-
clinical and adipose tissue gene expression data available at each
CID (Figure 1).
Statistical analysis
R software (version 2.14.0) was used for hierarchical clustering,
Random Forests (RF), sparse Partial Least Square Discriminant
Analysis (sPLS-DA) and partial correlations, along with different R
packages. Conventional statistical analyses (Kolmogorov–Smir-
nov, ANOVA, Kruskal-Wallis, Wilcoxon, Mann and Whitney and
x2 tests) were carried out with SPSS Statistics version 17.0 for
windows (SPSS Inc., Chicago, Ill).
Individuals’ grouping was performed using hierarchical cluster-
ing analysis on a matrix composed of two synthetic variables, V1
and V2. V1 was calculated as the difference in HOMA-IR
between end of LCD and baseline, and V2 as the difference in
HOMA-IR between the end of WMD and the end of LCD. The
Euclidean distance was used as a measure of similarity and the
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Ward’s method was chosen as agglomeration criteria. The
dendrogram obtained was cut in 3 groups. Groups were then
hand-cleaned from border line individuals and wrong group
assignation (based on HOMA-IR trajectories) to get more
homogeneous clusters resulting in a final analysis of 216
individuals.
Gaussian distribution of data was tested using the Kolmogorov–
Smirnov test. Group comparisons were made using the x2, one-
Figure 1. Flowchart for individuals’ selection from the DiOGenes cohort. Participants entering subsequent phases of the study as well as
dropouts are indicated in total. AT, adipose tissue; CID, clinical investigation day; HGI, high glycemic index; HOMA-IR, Individual Homeostasis Model
Assessment of Insulin Resistance; HP, high protein; LCD, low calorie diet; LGI, low glycemic index; LP, low protein; WMD, weight maintenance diet.
doi:10.1371/journal.pone.0098707.g001
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way ANOVA (normally distributed data), Kruskal-Wallis, Wil-
coxon (paired data) and Mann and Whitney (unpaired data) tests
(non-normal data) with Bonferroni correction. Significance cut-off
was set at 0.01 which is lower than the Bonferroni adjusted p value
(0.0167).
Two multivariate discriminant analyses were used to identify the
important variables (i.e. mRNA levels) for group classification: RF
(R package : randomForest) and sPLS-DA (R package : mixOmics). RF
is an ensemble of classification trees calculated on random subsets
of the data, using a subset of randomly selected variables for each
split in each classification tree. Mean Decreased Gini (MDG) is
used as an indicator of importance of the variables. The sPLS-DA
is based on the PLS approach in which there is only one
dependent variable chosen to represent the class/group member-
ship. The variable influence on projection (VIP) indicates the
influence of each variable on the discrimination between the
different groups. These two methods were chosen because of their
complementarity: sPLS-DA is a method taking place in a linear
framework whereas RF is a nonlinear one. To improve
classification power, when comparing baseline to the end of the
dietary intervention, groups A and B (individuals with reduction in
IR) were compared to group C. During LCD and WMD, because
the variations in HOMA-IR were different in the 3 groups, no
group aggregation was made. For each phase of the dietary
intervention, the most important transcripts in the classification
were ranked according to decreasing VIP or MDG. A classifica-
tion score was calculated as the sum of the rank for each gene.
Partial correlations were computed to assess direct correlations
independently of other confounding variable, i.e. change in body
mass index (BMI) [15].
Results
Clustering of obese subjects according to insulin
resistance trajectories
Clustering analysis identified 3 groups of individuals (total
number = 216) which showed different profiles of change in
HOMA-IR during the whole dietary intervention (Figure 2).
At baseline, there was no significant between group difference in
bio-clinical parameters except for blood pressure, fasting plasma
glucose and insulin, and HOMA-IR (Table 1). Groups A, B and C
encompassed 62, 42 and 35% of IR individuals, respectively, with
a value .2.3 defining IR state in obese individuals [16].
Proportions of IR individuals were different between groups A
and C. Individuals from group C had higher blood pressure than
those from group A or B, but overall were normotensive. No
intergroup difference was found for center, sex, or diet during
WMD (data not shown).
Changes in bio-clinical characteristics during the 2 phases of the
dietary intervention according to groups are displayed in Table 2.
During LCD, HOMA-IR significantly decreased in all groups.
During WMD, HOMA-IR further decreased in group B and
increased in groups A and C. At the end of dietary intervention,
groups A and B had a lower HOMA-IR than at baseline, and
group C had slightly higher HOMA-IR than baseline (Figure 2).
During WMD total energy intake slightly increased. There was no
group difference in changes in dietary intake during the two
phases. There was a slight increase in physical activity during LCD
in groups A and C, but no significant change during WMD.
During LCD, anthropometric parameters decreased similarly in
the 3 groups and remained stable during WMD. There was no
intergroup difference in weight change during the entire dietary
intervention. No intergroup difference was found for total dietary
Figure 2. Clustering of insulin resistance profiles in obese individuals during the dietary intervention (n=216). Individual Homeostasis
Model Assessment of Insulin Resistance (HOMA-IR) changes during an 8-week calorie restriction (LCD) and a 6-month weight maintenance diet
(WMD) were clustered, resulting in 3 groups. The panel shows mean HOMA-IR changes expressed as change after LCD and at the end of the 6-
montho weight maintenance (WMD) vs. baseline (BAS) values according to groups. The black line shows the HOMA-IR profile for group A (n = 94). The
dashed line shows the HOMA-IR profile for group B (n = 48). The dotted line shows the HOMA-IR profile for group C (n = 74). The A, B, and C are the
mean of HOMA-IR changes in each clustered group. e: p,0.05, data different in group A. D: p,0.05, data different in group B. #: p,0.05, data
different in group C. 1: p,0.05, data difference between groups. Values are means 6 SEM.
doi:10.1371/journal.pone.0098707.g002
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intake or physical activity at each clinical investigation day (data
not shown).
Variation in HOMA-IR during dietary intervention is
related to adipose tissue CIDEA
The relationship between AT gene expression and the HOMA-
IR response in the 3 groups was investigated using sPLS-DA and
RF during each phase of the dietary intervention. Genes with the
top 5 classification scores were considered (Table 3). CIDEA was
found in top 5 ranking in all phases. In order to control for body
weight changes, partial correlations were computed. Only genes
with significant class prediction potency independent of changes in
BMI were taken into account. When adjusting for change in BMI,
CIDEA was the only gene with change in mRNA levels allowing
distinction of individuals with alleviated IR from those who did
not.
The changes in CIDEA mRNA levels according to groups
during dietary intervention mirrored the evolution of insulin
sensitivity (Figure 3). During LCD, AT CIDEA mRNA levels
increased in groups A and C. During WMD, CIDEA mRNA levels
decreased in group C only. Overall, from baseline to WMD,
CIDEA mRNA levels increased only in group A.
In the whole data set of 311 individuals, we could explore the
relationship between changes in AT CIDEA mRNA levels and
variations in HOMA-IR during the entire dietary intervention.
Two hundred thirty one individuals improved insulin sensitivity
(fold change HOMA-IR ,1) and 80 had no decrease in HOMA-
IR between baseline and the end of WMD (fold change HOMA-
IR .1). As shown on figure 4, individuals that improved insulin
sensitivity during dietary intervention increased AT CIDEA
mRNA levels by 47% (p value,0.0001) while those who returned
to the original HOMA-IR value had no significant change in
CIDEA gene expression (p value = 0.228).
Discussion
Hypocaloric weight-reducing diets improve the metabolic
profile of obese patients. However, the reasons for the limited
longstanding success of dieting remain poorly understood. Here
we focused on AT gene profiling and show regulation of CIDEA as
associated to changes in IR independently of weight change during
a two-phase longitudinal dietary program including a low calorie
diet-induced weight reduction and subsequent follow-up.
The present analysis is an ancillary study to the DiOGenes trial
which focused on body weight control after caloric restriction [6].
Here, we studied a subgroup of the DiOGenes cohort and focused
on changes in IR. The IR was assessed using the HOMA-IR index
which is calculated from fasting plasma glucose and insulin.
HOMA-IR primarily reflects hepatic insulin resistance, while the
hyperinsulinemic euglycemic glucose clamp mainly reflects muscle
insulin resistance [17]. Despite HOMA-IR is not the gold standard
method to assess insulin sensitivity compared to the hyperinsulin-
Table 1. Bioclinical parameters of the 3 groups at baseline.
Group A Group B Group C P-value
n 94 48 74
men/women 34/60 12/36 28/46
Age (years) 4366 4267 4266 0.81
Total Energy Intake (kJ/d) 873463027 878062682 978763728 0.08
Physical Activity 8.260.8 8.160.9 7.960.9 0.29
HOMA-IR 3.362.0 2.461.3 2.361.1 a, b, c
Glucose (mmol/l) 5.360.7 5.060.7 5.160.6 a, b, c
Insulin (mIU/ml) 13.767.0 10.765.4 10.064.6 a, b, c
Weight (kg) 99.6619.6 99.2614.8 101.5617.0 0.43
BMI (kg/m2) 34.464.8 34.864.7 35.065.2 0.62
Waist (cm) 108.7613.7 105.3612.3 108.1611.6 0.36
Fat Mass (%) 40.067.5 42.368.3 39.268.7 0.33
SBP (mmHg) 126.7614.0 120.9614.2 131.0615.7 a, d
DBP (mmHg) 76.5610.5 73.1611.9 80.8611.4 a, c, d
Triglycerides (mmol/l) 1.460.6 1.260.6 1.560.7 0.13
Total Cholesterol (mmol/l) 5.061.1 4.761.0 4.860.9 0.65
HDL-C (mmol/l) 1.260.3 1.260.3 1.260.3 0.32
LDL-C (mmol/l) 3.160.9 2.960.9 2.960.8 0.56
Adiponectin (mg/ml) 8.963.6 9.763.3 9.565.3 0.22
CRP (mg/ml) 4.263.8 3.462.5 4.063.7 0.73
Fructosamine (mM) 206.0625.5 206.9631.0 209.4619.3 0.73
x2 test was used for comparison between observed and expected distribution. Kruskal-Wallis rank sum test stands for variance among 3 clusters:
a, significant difference among the 3 groups. Significance is set at 0.05. Mann and Whitney test stands for comparison between 2 groups:
b, significant difference between A and B;
c, significant difference between A and C.
d, significant difference between B and C. Significance is set at 0.01, after adjustment for multiple comparisons.
HOMA-IR, Homeostasis Model Assessment of Insulin Resistance; SBP, systolic blood pressure; DBP, diastolic blood pressure; CRP, C reactive protein. Values are means 6
SD.
doi:10.1371/journal.pone.0098707.t001
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emic euglycemic glucose clamp it is an easy-to-use tool which has
proved robust in large-scale clinical trials [18,19].
First, 3 groups were defined according to HOMA-IR profiles
during the two phases of the dietary intervention, resulting in the
study of 216 individuals sourced from the 311 obese patients group
(Figure 1). There was no difference in daily calorie intake between
the 3 groups at baseline, after LCD and after WMD. Metabolic
status of volunteers at baseline was similar in each group, except
systolic and diastolic blood pressures that were higher in group C.
This could argue for a higher susceptibility to type 2 diabetes in
individuals from group C. However, these ranges of systolic and
diastolic blood pressure are considered as normal, since they
remain smaller than 140/90 mmHg [20].
Then, the use of discriminant analyses to find the transcripts
most related to subject’s grouping showed CIDEA as the most
consistent transcript related to groups. The changes in CIDEA
mRNA levels mirrored changes in insulin sensitivity. To further
extend and validate the relationship of AT CIDEA expression to
insulin sensitivity the whole data set of 311 individuals was
investigated according to change in HOMA-IR among the entire
dietary intervention (from baseline to the end of WMD),
independently of groups.
CIDEA encodes a member of the cell death–inducing DNA
fragmentation factor 45-like effector (CIDE) proteins, which is
expressed in both brown and white fat [21]. Originally described
as involved in apoptosis, CIDEA plays important roles in the
development of metabolic disorders [22] and lipid metabolism
[23].
A higher CIDEA mRNA level was found in the AT from obese
individuals compared to lean ones [24]. Transcriptome studies of
human AT also showed CIDEA as the most up-regulated gene
after calorie restriction induced weight loss [25] that returned to
baseline during weight maintenance [26] and was down-regulated
with overfeeding [27]. The calorie restriction induced up-
regulation was specific to individuals successful in body weight
maintenance compared to those regaining the weight they had lost
[28]. The reversal of CIDEA expression after dieting when calories
are reintroduced while body weight is stable, shown in a subgroup
of 40 obese women, indicates that during diet-induced weight loss,
calorie restriction per se, rather than weight reduction, has the
major impact on CIDEA expression [29].
Here we found a negative relationship between regulation of
CIDEA in AT and change in IR both during (LCD) and after
calorie restriction (WMD). The link between AT CIDEA and
insulin sensitivity in obese humans has been described in a cross-
sectional study showing higher CIDEA mRNA levels in AT of
insulin-sensitive compared to BMI-matched IR obese individuals
[16]. The present study is based on a two-phase longitudinal trial
Table 3. List of top 5 genes for classification.
DI Score LCD Score WMD Score
PCK2 4 NPAS3 6 PKM2 3
E2F4 5 SLC19A2 12 CIDEA 16
ACTR3 12 C1QB 21 EMILIN2 16
CIDEA 13 GATM 24 ENO1 17
LDLR 17 CIDEA 25 GAPDH 22
DI, dietary intervention; LCD, low calorie diet; WMD, weight maintenance diet.
Score is the mean of the ranking from sparse Partial Least Square Discriminant Analysis and Random Forests based on Variable Influence on Projection and Mean
Decreased Gini, respectively. Bold indicate genes with correlation independent from change in body mass index (n = 216).
doi:10.1371/journal.pone.0098707.t003
Figure 3. Human adipose tissue CIDEA gene expression
according to insulin resistance profiles (n =216). Relative CIDEA
mRNA levels in subcutaneous adipose tissue were plotted according to
groups compared to baseline, after 8 weeks low calorie diet (LCD, white
bars), and after 6 months of weight maintenance diet (WMD, black
bars). AT, adipose tissue; HOMA-IR, Homeostasis Model Assessment of
Insulin Resistance. *: p,0.05, difference between baseline and the end
of LCD or WMD. Values are means 6 SEM.
doi:10.1371/journal.pone.0098707.g003
Figure 4. Adipose tissue CIDEA gene expression according to
improvement of insulin sensitivity during dietary intervention
(n=311). CIDEA mRNA levels fold change (FC) in subcutaneous
adipose tissue were plotted according to FC in HOMA-IR during the
entire dietary intervention. AT, adipose tissue; HOMA-IR, Homeostasis
Model Assessment of Insulin Resistance. *: p,0.05, difference between
baseline and the end of dietary intervention. Values are means 6 SEM.
doi:10.1371/journal.pone.0098707.g004
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including calorie restriction and long-term follow-up. The strength
of this study is that the AT gene profiling is based on a large cohort
of carefully characterized individuals. Another mainstay is the
study design of the trial that includes an ad libitum follow-up
corresponding to a program with clinical relevance to obese
individuals.
At the end of the calorie restriction phase, groups with largest
IR improvement of had higher CIDEA mRNA level in AT,
compared to baseline. During the second phase 6-month follow-
up, only the group who increased HOMA-IR again showed a
decreased CIDEA gene expression. The independence of the
relationship between change in insulin sensitivity and AT CIDEA
regulation from body mass change is noteworthy.
The observation that CIDEA is an AT marker of insulin
sensitivity raises the question of the potential role of CIDEA in
insulin sensitivity but does not establish a cause and effect
relationship. However, previous investigations provide some
evidence on the functional effect of CIDEA regulation in AT.
CIDEA is a multifunctional protein probably depending on
intracellular localization. Overexpression in 3T3-L1 cells induced
an increase in fatty acid oxidation and decrease in glucose
transport [30]. CIDEA co-localizes with perilipins, which are lipid
droplet proteins [16]. Fat droplet proteins regulate many cellular
but also whole body processes [31,32]. Cidea null mice have
smaller adipocytes and are resistant to diet-induced obesity [33].
In human white preadipocytes, depletion of CIDEA increased
basal lipolysis, supporting the idea that CIDEA protects lipid
droplet [24]. Overexpression promoted triglyceride accumulation
[34]. In a cohort of 367 individuals, the AT lipolytic capacity was
positively associated to HOMA-IR [35]. When adjusted for BMI,
a significant part of the variance in HOMA-IR remained
explained by AT lipolysis. Furthermore, in a 2-year follow-up of
obese patients after bariatric surgery, the higher was the decrease
in AT lipolytic capacity the stronger was the improvement in IR
[35]. In the present study, CIDEA regulation during dietary
intervention was independent of body mass. Altogether, the
increase in AT CIDEA mRNA levels is likely to explain IR
improvement through a decreased AT lipolysis or fatty acids
oxidation. The AT lipolytic capacities of the individuals enrolled in
the present dietary program has not been studied during the
course of the present trial. The investigation of a potential link
between IR and AT CIDEA deserve future research.
One can hypothesize that change in IR observed during dietary
intervention is due to CIDEA overexpression-induced increase in
fatty acid oxidation and/or decreased lipolytic capacities. The
present study cannot answer the question whether CIDEA
regulation is causative or consequence of changes in IR.
Nevertheless, this is the first report of a link between human AT
CIDEA regulation and insulin sensitivity, independently of weight
change. Collectively, these results provide new data that CIDEA
regulation in AT is related to insulin sensitivity. The potential of
CIDEA induction in the treatment of obesity-related complica-
tions deserve future research.
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CONCLUSION - PERSPECTIVES 
 
 Il est nécessaire d’envisager une nouvelle approche au problème du traitement de l’obésité et de 
ses complications. Nous avons longuement abordé la grande difficulté qu’ont les patients à 
maintenir sur le long terme la perte pondérale et donc, par voie de conséquence, les effets 
bénéfiques sur la résistance à l’action de l’insuline. Le maintien à long terme d’une hygiène de 
vie compatible avec une bonne santé dépend essentiellement de l’adhésion du patient au 
programme hygiéno-diététique proposé, qui dépend elle-même de la qualité de la relation 
médecin-malade, de tout un panel de facteurs psychologiques, culturels et comportementaux. 
Cela suppose surtout pour le clinicien de connaitre son patient, dans le sens le plus large du 
terme : connaitre son milieu de vie, ses habitudes de vie, ses horaires de travail, de repas, de 
sorties… connaitre ses antécédents familiaux, médicaux, chirurgicaux, gynécologiques, ses 
facteurs de risque cardiovasculaires… connaitre toutes ses complications de l’obésité et bien sûr 
les traiter. Prendre en compte toute la globalité du patient pour mieux le traiter, c’est le travail du 
clinicien. Il est possible d’ajouter une (ou plusieurs) dimension(s) supplémentaire(s) dans la 
connaissance de son patient : intégrer des données de omiques (dans notre cas du tissu adipeux, 
mais d’autres organes clés sont impliqués dans les complications métaboliques de l’obésité, tels 
le foie, le muscle strié…). 
Très peu d’études se sont intéressées à ce qui se produit au niveau du tissu adipeux sous-cutané 
humain lors d’un amaigrissement dirigé et d’une phase de suivi pondéral sur un temps 
relativement long et par des approches intégratives de plusieurs jeux de données de nature 
différente. Les technologies de omiques ont fait l’objet d’un essor considérable ces 15 dernières 
années et ont investi différents champs d’étude : transcriptomique, protéomique, lipidomique, 
métabolomique, interactomique….Il apparait clair qu’une seule technique de omique ne 
permettra pas à elle seule d’appréhender la complexité d’un système biologique et dans notre cas, 
l’adaptation à la nutrition dans le tissu adipeux. L’enjeu pour les années futures est donc de 
modéliser l’ensemble des données de transcriptomique, protéomique, lipidomique, 
métabolomique de façon à aboutir à la compréhension globale de l’impact des interventions 
diététiques sur le métabolisme. Dans ce contexte, la bioinformatique et les biostatistiques se 
positionnent comme des disciplines incontournables. Elles représentent l’application d’outils et 
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de techniques informatiques et mathématiques à la gestion et à l’analyse des données biologiques. 
Son principal défi est d’intégrer l’ensemble des données biologiques pour en faire émerger de 
nouvelles connaissances sur le fonctionnement cellulaire, tissulaire ou à l’échelle de l’organisme. 
Il est donc essentiel pour un biologiste et même pour un clinicien d’en connaitre les grands 
principes : savoir comment l’utiliser, à quel type de question tel outil mathématique peut 
répondre, en connaitre les possibilités et les limites… L’ensemble des travaux présentés ici ont 
été rendus possibles par la collaboration active avec un ou plusieurs  intervenants issus de la 
faculté de mathématiques. Nous n’aurions pas pu utiliser de tels outils de classifications 
hiérarchiques, de sparse PLS… et encore moins générer des réseaux entre les différents jeux de 
données.   
Ce travail est bien modeste mais il ouvre la voie à d’autres travaux de plus grande ampleur. Le 
programme DiOGenes constitue en effet une véritable mine d’or pour la connaissance des 
adaptations géniques du tissu adipeux à la nutrition. Nous allons continuer à exploiter ce filon 
puisque nous allons très prochainement disposer de données de séquençage à haut débit 
(RNAseq), qui est une technique relativement nouvelle de transcriptomique, plus sensible que les 
puces à ADN. Nous aurons des données disponibles pour plus de 700 patients à chaque journée 
d’investigation clinique. Nous allons pouvoir comme nous l’avons dit plus haut expliquer les 
trajectoires de HOMA-IR par l’expression de milliers de transcrits et ainsi augmenter les 
possibilités de trouver des prédicteurs.  
Un autre projet de transcriptomique (par puces à ADN) sur les patients de DiOGenes est 
actuellement en cours dans le laboratoire et s’intéresse aux patients ayant des changements 
opposés de poids, de tour de taille et de HOMA-IR durant le protocole : il s’agit de comparer les 
transcriptomes d’une douzaine de patients ayant perdu le plus de poids (ou de centimètres de tour 
de taille ou de points de HOMA-IR) versus une autre douzaine de patients en ayant perdu le 
moins. Le but est de déterminer des profils d’expression favorables ou non à l’un de ces 3 
paramètres.  
Enfin, un autre protocole (l’étude MONA, Métabolisme, Obésité, Nutrition, Age) comparera les 
effets du vieillissement sur les adaptations métaboliques à une diète hypocalorique. Cette étude 
enrôlera 2 groupes de patients obèses différant par l’âge (30-40 ans versus 60-70 ans), soumis 
pendant 8 semaines à un régime modérément hypocalorique finement caractérisés en termes de 
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sensibilité à l’insuline (clamp euglycémique) et de capacités lipolytiques du tissu adipeux au 
cours d’un exercice physique calibré. Des biopsies de tissu adipeux seront réalisées et nous ferons 
des analyses du lipidome et du transcriptome du tissu adipeux et du protéome urinaire. Nous 
aurons ainsi la possibilité d’explorer les effets de l’âge sur les adaptations métaboliques à une 
restriction en modélisant les interactions entre des molécules d’espèce et d’origine très différente 
et de les rattacher à des phénomènes cliniques concrets.  
Nous en sommes encore très loin mais dans un futur proche, on peut imaginer appréhender la 
complexité des complications métaboliques de l’obésité et des adaptations à une restriction 
calorique par la biologie des systèmes. La biologie des systèmes, par nature intégrative et 
holistique, entend comprendre les interactions entre ARN, protéines, acides gras… qui forment 
ainsi des systèmes, c'est-à-dire des ensembles d’entités interagissant les unes avec les autres, dont 
l’union forment un tout. Cela suppose nécessairement une interdisciplinarité puisque sa 
méthodologie originelle est définie par des allers-retours permanents entre expérimentation, 
travail informatique et théorique, formulation de nouvelles hypothèses scientifiques et 
développement technologique 
159
.   
Une des applications concrètes de la biologie des systèmes est la recherche de biomarqueurs, 
c'est-à-dire de molécules, de quelque espèce que ce soit, capables de discriminer des profils de 
patients. Cela a beaucoup profité à la recherche en cancérologie : dans certains types de tumeurs, 
les profils de transcription d’une soixantaine de gènes sont suffisamment discriminants pour 
constituer les signatures de différents types de cancer, et donc d’identifier les patientes candidates 
à une chimiothérapie ciblée sans besoin de séquencer le génome entier 
160
. Mais cela a également 
été décrit dans le domaine du diabète de type 2 : une étude de Chen et al. parue dans Cell a 
montré qu’en intégrant des données de plusieurs omiques (génomique, métabolomique, 
transcriptomique et profils immunologiques) d’un seul sujet, régulièrement recueillies sur plus 
d’une année, il avait été possible de déterminer un risque de diabète de type 2 et proposer des 
mécanismes moléculaires qui pouvaient discriminer entre un état pathologique et sain 
161
. Cela 
ouvre la voie à la médecine personnalisée : on en entend beaucoup parler dans les médias, sans 
vraiment percevoir toute la dimension de cette nouvelle façon de percevoir la médecine. La 
littérature est très riche sur le sujet et cette médecine aspire à être prédictive, préventive, 





Pourquoi ne pas imaginer appliquer ce principe de médecine personnalisée dans notre champ 
d’intérêt : le métabolisme ? Il apparait en effet essentiel de classifier les patients obèses en 
« sous-phénotypes » en fonction de leur risque cardiovasculaire et métabolique et en se basant sur 
des données de génomique ou de lipidomique. Dans notre travail, nous avons dans le premier 
article identifié un profil d’expression de 22 gènes spécifique au tissu adipeux de patients ayant 
un syndrome métabolique. La pertinence clinique du syndrome métabolique est certes beaucoup 
plus discutable qu’en cancérologie : malgré une association forte au risque de maladies 
cardiovasculaires et de diabète de type 2, la nécessité de son diagnostic pour la pratique clinique 
ou même en épidémiologie est à l’heure actuelle toujours en débat 164. Sa définition clinique n’est 
pas clairement établie et proposer de nouveaux marqueurs issus de l’expression de gènes du tissu 
adipeux peut s’avérer utile. Il restera à évaluer sur de plus larges cohortes prospectives la capacité 
de ces nouveaux marqueurs à prédire la survenue des maladies cardiovasculaires et du diabète de 
type 2 par rapport aux autres facteurs cliniques usuels. Dans notre étude, il ne s’agit que de 
données d’expression génique du tissu adipeux, on peut imaginer d’autres types de données 
(protéomique, métabolomique…) et dans d’autres tissus ou fluides plus accessibles cliniquement. 
De la même façon, même si nous n’avons pas réussi à démontrer leur caractère prédictif, nous 
avons cherché à expliquer les trajectoires de résistance à l’insuline (évaluée par l’HOMA-IR) des 
patients par l’expression d’une sélection de gènes et par ce biais, identifier un nouveau candidat 
potentiel et donc un nouveau mécanisme potentiel pouvant expliquer l’évolution du HOMA-IR 
pendant une intervention diététique.  
Un autre intérêt des approches intégratives est la recherche de nouvelles cibles thérapeutiques 
potentielles. C’était en quelque sorte l’objet de ce travail : nous avons beaucoup de difficultés à 
faire en sorte que nos patients adhèrent sur le long terme à une bonne hygiène de vie. Peut être 
pouvons au moins éviter qu’ils ne deviennent résistants à l’action de l’insuline ou diabétiques. 
Ainsi, cibler non seulement la balance énergétique mais aussi la dysfonction du tissu adipeux 
pourrait représenter une nouvelle stratégie pour prévenir voire traiter les anomalies métaboliques 
reliées à l’obésité. La piste de la composition en acides gras du tissu adipeux apparaissait 
pertinente, vues les données de la littérature. C’est pour cette raison que nous avons choisi 
d’étudier par des analyses jointes de lipidomiques et d’expression de gènes (il ne s’agit pas à 
proprement parler de génomique, puisqu’il s’agissait d’une sélection de gènes) et de les rattacher 
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à des paramètres cliniques qui s’améliorent, ou non, lors d’une intervention nutritionnelle. Nous 
sommes évidemment très loin de la thérapeutique mais on peut imaginer que, puisque le 
myristoléate est associé à un profil de femmes qui perdent du poids et qui semblent avoir une 
lipogenèse de novo plus active, supplémenter les femmes en myristoléate dans l’alimentation 
puisse être bénéfique sur un plan métabolique ou, sans aller jusque là, le myristoléate serait peut 
être la fameuse lipokine qui ferait le lien entre le tissu adipeux et d’autres organes cibles pour 
réguler l’homéostasie métabolique.  
Cependant, on perçoit tout de suite la limite de cette approche intégrative. Celle-ci reste en effet 
purement corrélative : savoir qu’un profil est statistiquement lié à un état du système n’informe 
pas directement sur les évènements responsables des phénotypes observés. On comprend 
aisément dans ces conditions que l’on ne peut se passer d’expérimentations pour valider les 
phénomènes corrélés. Dans le cadre de la génomique par exemple, le rôle physiologique de 
nombreux gènes restant aujourd’hui inconnu, des études complémentaires (comme par exemple 
l’utilisation de souris invalidées pour un gène d’intérêt, la surexpression ou au contraire 
l’extinction d’expression par la technique des siRNA dans un modèle de culture cellulaire) restent 
nécessaires pour évaluer l’impact de la variation du niveau d’expression d’un gène d’intérêt et le 
relier à un rôle physiologique bien défini. 
Cette nouvelle façon d’appréhender les phénomènes biologique est passionnante au sens où elle 
promet de décortiquer les réseaux d’interactions entre différentes espèces moléculaires et de les 
relier à des évènements observés chez les patients. Il est essentiel que les cliniciens s’intéressent 
un peu plus à ces approches, qui en dépit des apparences, ne sont pas si éloignées que cela de la 
clinique. Dans ce travail, nous sommes partis à chaque fois du même protocole clinique, offrant 
des effectifs de population honorables, mais, on le voit très bien dans les études ancillaires, si on 
se limite à étudier les paramètres cliniques et plasmatiques usuels, on obtient des résultats qui ne 
sont pas inintéressants mais qui manquent un peu de nouveauté ou qui ne révèlent rien des 
mécanismes physiopathologiques sous-jacents.  
Ces approches intégratives supposent pour le clinicien novice de se (re)plonger dans les 
statistiques et de s’intéresser aux mathématiques appliquées et à l’informatique, surtout dans le 
but de comprendre ce que fait le mathématicien ou le bioinformaticien, ce qu’on peut lui 
demander et quel type de résultat on peut obtenir. 
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Cela implique plus que jamais en ces temps difficiles où la recherche n’est pas une priorité 
gouvernementale (l’a-t-elle déjà été d’ailleurs ?), une collaboration, un dialogue 
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